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Zusammenfassung 
Spinnenseide zeigt neben ihren bemerkenswerten mechanischen Eigenschaften eine sehr 
gute Biokompatibilität und Bioabbaubarkeit. Bereits in der Antike wurden deswegen 
Spinnennetze zum Abdecken von Wunden oder der Einzelfaden als Nahtmaterial verwendet 
und bis heute ist keine allergene Wirkung der natürlichen Spinnenseide bekannt. Für eine 
biomedizinische Nutzung im großen Maßstab ist das Material jedoch nicht geeignet, da Spinnen 
aufgrund ihres territorialen und kannibalistischen Verhaltens nicht im großen Stil gezüchtet 
werden können und ihre Seide Qualitätsschwankungen unterliegt. Die Seide besteht 
hauptsächlich aus Proteinen, die auch rekombinant hergestellt werden können. Die 
biotechnologisch hergestellten rekombinanten Seidenproteine lassen sich nicht nur in die 
natürliche Morphologie, den Faden, sondern auch in andere Morphologien überführen und 
bieten so ein breites Anwendungsspektrum, sowohl im technischen als auch im medizinischen 
Bereich. 
Das rekombinante Spinnenseidenprotein eADF4(C16) und seine modifizierten Varianten 
basieren auf der repetitiven Kernsequenz des Araneus diadematus Fibroin 4 (ADF4), welches 
ein Hauptbestandteil des Abseilfadens der europäischen Gartenkreuzspinne (A. diadematus) ist. 
In der vorliegenden Dissertation wurde mit Partikeln aus dem engineered ADF4 (eADF4(C16)) 
und seinen Varianten gearbeitet, wobei C eine Modulsequenz repräsentiert, die 16 mal 
wiederholt wird. 
Vorangehende Arbeiten beschrieben bereits die Eignung von eADF4(C16)-Partikeln als 
Wirkstofftransportsystem, da die Partikel mit löslichen sowie unlöslichen nieder-molekularen 
Substanzen und kleinen Proteinen beladen werden können. Bisherige Forschungsarbeiten zur 
Aufnahme von Seidenpartikeln durch Zellen zeigten jedoch eine mäßige bis schlechte 
Aufnahmerate. Aus diesem Grund wurden in der hier vorliegenden Arbeit drei Strategien 
entwickelt, um die Interaktion der Partikel mit Zellen und somit deren Aufnahme zu erhöhen. 
Die erste Strategie beruht auf der Optimierung des Herstellungsprozesses, um Partikel kleiner 
und mit einer homogeneren Größenverteilung zu erhalten. Dies konnte unter Verwendung der 
ionischen Flüssigkeit 1-Ethyl-3-methyl-imidazolium Acetat erreicht werden. Die zweite 
Strategie beruht auf genetischer Kopplung von eADF4(C16) mit Zell-penetrierenden Peptiden 
(Tat-, R8G-, RGD-Peptid), da die physikochemischen Eigenschaften sowie die Präsentation von 
Interaktionsmotiven auch eine wichtige Rolle spielen. Der dritten Strategie liegt eine Analyse 
der zellulären Partikelaufnahme in Abhängigkeit der Ladung zugrunde. Dazu wurde das 
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ebenfalls rekombinante, positiv geladene Spinnenseidenprotein eADF4(κ16), verwendet. Aus 
allen Proteinen konnten sphärische Partikel hergestellt werden. Die Aufnahme von 
eADF4(C16) durch HeLa-Zellen erwies sich als gering, jedoch konnte durch das Einbringen 
von Zell-penetrierenden Peptiden sowie der Ladungsänderung (eADF4(κ16)) eine Erhöhung 
der Aufnahmerate erreicht werden. Dies spiegelt sich sowohl in der Anzahl an Zellen mit 
aufgenommenen Partikeln sowie der Anzahl der Partikel innerhalb einzelner Zellen wieder. Die 
höchste Aufnahme durch Zellen wurden mit den Proteinen eADF4(C16)R8G und eADF4(κ16) 
erzielt. Durch den Einsatz spezifischer Endozytose-Inhibitoren konnte die Clathrin-vermittelte 
Endozytose als wichtigster Mechanismus bei der Aufnahme der Spinnenseidenproteinpartikel 
identifiziert werden. Jedoch ist auch die Makropinozytose bei dem Aufnahmeprozess 
involviert. 
Es wurden verschiedene Strategien zur Erhöhung der Partikel-Aufnahme durch Zellen 
analysiert. Durch die Modifikationen mit Zell-penetrierenden Peptiden und durch die Änderung 
der Ladung konnte die Aufnahme verbessert und der zugrunde liegende Mechanismus der 
Partikel-Aufnahme durch HeLa-Zellen geklärt werden. Diese Ergebnisse sind wichtige und 
vielversprechende Erkenntnisse für die Verwendung von Spinnenseidenpartikeln als 
Wirkstofftransportsystem. Da die Spinnenseidenproteinpartikel als Wirkstofftransportsysteme 
verwendet werden sollen, sollte auch der Einfluss der Beladung auf den 
Aufnahmemechanismus sowie die Aufnahme untersucht werden. 
Aufgrund ihrer positiven Ladung eignen sich eADF4(κ16)-Partikel als Gentransporter, 
sodass hier eine einzelsträngige, fluoreszenzmarkierte Modell-DNA-Sequenz (Fl-ODN) als 
Cargo gewählt wurde. Nach der Beladung war jedoch die Aufnahme in HeLa-Zellen drastisch 
reduziert. Durch eine zusätzliche Beschichtung mit einer eADF4(κ16)-Lösung konnte die 
Aufnahme wieder erhöht werden, sodass wieder das Niveau unbeladener eADF4(κ16)-Partikel 
erreicht wurde. 
Nieder-molekulare Wirkstoffe werden aus eADF4(C16)-Partikeln sehr schnell 
ausgewaschen, und leicht neutrale Wirkstoffe weisen keine hohe Beladungseffizienz auf. Aus 
diesen Gründen wurde ein Komplex aus dem zytostatischen Wirkstoff Doxorubicin, welcher 
bereits Verwendung in der Chemotherapie findet, und einer Plasmid-DNA hergestellt, mit 
welchem eADF4(κ16)-Partikel beladen wurden. Anschließend wurde die Wirkung der mit 
DNA und Doxorubicin beladenen Partikel auf HeLa-Zellen untersucht. Dabei zeigte sich, dass 
Doxorubicin innerhalb der Zelle freigesetzt wird. Zusätzlich wurde der Effekt auch mit der 
Neuroblastoma-Zelllinie Kelly und Maus-Fibroblasten BALB/3T3 untersucht. Hier konnte eine 
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verringerte Zellviabilität detektiert werden, jedoch war der Effekt im Vergleich der DNA/Dox 
beladenen Partikeln zu freiem Doxorubicin in der gleichen Größenordnung.  
Da die Beladung mit negativ geladener Nukleinsäure  einen Einfluss auf die Aufnahme der 
eADF4(κ16)-Partikel aufweist, wurden eADF4(C16), eADF4(C16)RGD und eADF4(C16)R8G 
mit positiv geladenen Polyethylenimin als Modelwirkstoff beladen. Hier zeigte sich, dass die 
Aufnahme von eADF4(C16) und eADF4(C16)RGD-Partikeln durch die Beladung gesteigert 
werden konnte, nur die beladenen eADF4(C16)R8G-Partikel wurden im Vergleich zu 
unbeladenen eADF4(C16)R8G-Partikeln von HeLa-Zellen signifikant schlechter 
aufgenommen. Die Beladung der Partikel hat des Weiteren zur Folge, dass der Anteil der 
Makropinozytose bei der Aufnahme erhöht wird. Der Hauptaufnahme-Mechanismus bleibt 
jedoch die Clathrin-vermittelte Endozytose. 
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Summary 
Spider silk is best known for its extraordinary mechanical properties, however, less well-
known is that it is biocompatible and biodegradable. In fact, spider webs have been used as 
wounds coverings and fibers since the ancient times, meanwhile it was observed that this 
material does not cause an inflammation. Unfortunately, because of the territorial and 
cannibalistic behavior of spiders and the variations in silk quality, the natural material cannot 
be used for biomedical applications on a large scale. To solve this problem, spider silk proteins 
have been produced into recombinant forms using biotechnological techniques. These 
recombinant silk proteins can also be processed into a greater variety of morphologies than the 
natural spider silk, which in turn results in a broader range of technical and medical applications 
for this material. 
The recombinant spider silk protein eADF4(C16) and variants thereof used in this work are 
based on the repetitive core sequence of the Araneus diadematus fibroin 4 (ADF4). This fibroin 
is one of the main components of the dragline silk of the European garden spider A. diadematus. 
In this work, particles produced of engineered ADF4 (eADF4(C16)) and variants thereof were 
used, where C represents a sequence module that is repeated 16 times.  
Published work has demonstrated the application of spider silk particles as drug carriers due 
to their loading capacity of soluble and insoluble low molecular weight drugs or even small 
proteins. However, the cellular uptake of silk particles in general was low. In this work, 
different strategies were studied for enhancing cellular uptake of spider silk particles by adding 
cell penetrating peptides or changing charge of eADF4(C16) particles. Thereby, the uptake 
could be increased, and the underlying internalization mechanism was identified.  
Therefore, three strategies were followed to enhance the interaction of spider silk particles 
with cells and to enhance their cellular uptake. The first strategy was to optimize the production 
of particles with smaller diameters and size distribution than previously produced, which was 
achieved by utilization of the ionic liquid 1-ethyl-3-methyl-imidazolium acetate. Second, cell 
penetrating peptides (Tat-, R8G-, RGD-peptide) were hybridized with eADF4(C16), since the 
physicochemical properties as well as cell-interacting motifs also play an important role in 
particle uptake. As a third strategy, the analysis of charge dependent cellular uptake was 
analyzed. Therefore the recombinant positively charged spider silk protein eADF4(κ16) was 
used. From all different proteins spherical particles could be fabricated. The uptake of 
eADF4(C16) by HeLa cells was low, but could be increased in the presence of cell penetrating 
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sequences or by changing the net-charge. The best internalization rate was obtained by using 
eADF4(κ16) as well as eADF4(C16)R8G particles. The underlying uptake mechanism could be 
identified as clathrin-mediated endocytosis by using endocytotic inhibitors. However, 
macropinocytosis also plays a role, depending on the particle type. 
The impact of drug loading onto spider silk particles was also analyzed to evaluate its 
influence on cellular uptake and the uptake mechanism. Due to the positive charge of 
eADF4(κ16) particles they can be used as gene carriers, and single stranded fluorescence 
labeled DNA (Fl-ODN) was used as a model cargo. After DNA loading, the cellular uptake of 
particles decreased dramatically, however this could be minimized by coating the DNA-loaded 
particles with an additional layer of eADF4(κ16). 
 Low molecular weight drugs rapidly diffuse out of eADF4(C16) particles and the loading 
of low-charged drugs is ineffective. Therefore, a complex of doxorubicin and plasmid DNA 
was used to load eADF4(κ16) particles. It could be shown that doxorubicin is released within 
HeLa cells after particle uptake. Furthermore, this system was also tested for the neuroblastoma 
cell line Kelly and mouse fibroblasts BALB/3T3. Here, only at higher concentrations a 
decreased cell viability in the same range of free doxorubicin could be detected.  
Since, loading of eADF4(κ16) particles with negatively charged nucleic acids has an impact 
on particle cellular uptake, eADF4(C16), eADF4(C16)RGD and eADF4(C16)R8G particles 
were loaded with the positively charged polyethylenimin. Here, the uptake could be increased 
in the case of eADF4(C16) and eADF4(C16)RGD particles, but the uptake of eADF4(C16)R8G 
particles was dramatically decreased. Concerning the uptake mechanism, drug loading results 
in a higher contribution of macropinocytosis, but the main uptake route is still clathrin-mediated 
endocytosis. 
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1. Einleitung 
1.1 Wirkstoffaufnahme in Geweben und Zellen 
Unabhängig von der Applikationsart eines Wirkstoffes, muss der verabreichte Stoff in die 
Blutbahn oder das Lymphsystem des Organismus gelangen, um zum Wirkort transportiert 
werden zu können. Neben dem eigentlichen therapeutischen Effekt eines Wirkstoffs ist der 
Eintritt ins Verteilungssystem des Körpers sowie dessen Verlassen im Zielgewebe von 
entscheidender Bedeutung für den Behandlungserfolg, was die Arzneimittelwirkung zum 
Resultat diverser komplexer Vorgänge macht. Je nach den physikalischen und chemischen 
Eigenschaften des Arzneistoffes, dem gewünschten Wirkungseintritt, der Wirkdauer, dem 
Wirkort und vor allem je nach Zustand des Patienten können verschiedenen Applikationsarten 
in Frage kommen, um eine optimale Wirkstoffverteilung im Körper zu erzielen (Tabelle 1).1 
Soll die Wirkung beispielsweise nur lokal auftreten und der Gesamtorganismus nicht 
beeinträchtigt werden, wird der Wirkstoff direkt in das Ziel-Gewebe injiziert. Für weitere 
therapeutische Ziele kommen andere Verabreichungsformen zum Einsatz. 
Grundsätzlich müssen die aktiven Verbindungen in ausreichender Menge resorbiert werden 
und in Wechselwirkung mit den Zielmolekülen treten, um einen therapeutischen Effekt zu 
erzielen.1 Hierbei spielen die vier Eigenschaften Absorption, Verteilung (distribution), 
Metabolisierung und Exkretion (ADME-Eigenschaften) des Stoffes eine entscheidende Rolle. 
Um eine Wirkung im Körperinneren erzielen zu können, muss ein Arzneistoff, egal welche 
Verabreichungsroute gewählt wird, meist diverse Zellschichten überwinden. Anschließend 
wird der Wirkstoff über das entsprechende Verteilungssystem an den Zielort transportiert, wo 
er sich z.B. durch die Bindung an Ziel-Liganden anreichert.2 Oft ergeben sich bei diesem Schritt 
Probleme durch eine Bindung von Arzneistoffen an Nicht-Ziel-Liganden und einer hieraus 
resultierenden verminderten Bioverfügbarkeit der aktiven Verbindungen. 
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Tabelle 1: Applikationsarten, sowie deren Formulierungen mit ihren Vor- und Nachteilen. 
Applikation Formulierung Vorteile Nachteile Beispiele 
Oral1, 3-6 
Flüssig  
(Lösungen, Säfte, 
Sirup, etc.) 
Fest  
(Tabletten, 
Kapseln, 
Kaugummis, etc.) 
Einfach 
herzustellen 
Dosis einfach 
anpassbar 
Vom Patienten 
bevorzugt 
Einfach 
einnehmbar 
Oft schlechte 
Resorbierbarkeit  
Irritationen der 
Magenschleimhaut 
Magensaft-
resistente Überzüge 
erforderlich 
Dosis schwer 
bestimmbar 
Inkompatibilität mit 
Nahrungsmitteln 
Überdosierung 
leicht möglich 
Schmerz-
tabletten 
(Ibuprofen, 
Aspirin, etc.) 
Hormonprä-
parate 
(Schilddrüsen-
präparate, 
Kontrazeptiva) 
Antibiotika 
Globuli 
Parenteral1, 3-
10 
Injektionen 
(intravenös, 
intramuskulär, 
intrakardial, etc.) 
Hauptroute für 
Neugeborene oder 
Notfallversorgung 
Schneller 
Wirkeintritt 
Hohe Dosis sofort 
im Blutkreislauf 
Gefahr von 
Infektionen, 
Überdosierung, 
Embolien 
Notwendigkeit der 
Isotonie und 
Isohydrie 
Schmerzmittel 
wie Morphin 
Antibiotika 
Rektal1, 3-6 
Zäpfchen 
rektale 
Flüssigkeitszufuhr 
Bei allen Patienten 
anwendbar (vor 
allem bei 
Schluckproblemen) 
Limitierte 
Bioverfügbarkeit 
Niedrige 
Resorptionsquote 
Fibersenkende 
Zäpfchen 
Transdermal, 
topisch1, 3-5 
Pflaster 
Creme 
Gel 
Flüssigkeiten 
Konstantes 
Wirkstofflevel im 
Blut über gewissen 
Zeitraum 
 
 
Ungewollte 
Verabreichung 
Natürliche Barriere 
für viele Wirkstoffe 
Lokale 
Hautirritationen 
Schmerz-
pflaster 
Hautcremes 
Schmerzgele 
 
Nasal1, 3-5 
Tropfen 
Salben 
Sprays 
Gute nasale 
transmukosale 
Bioverfügbarkeit 
Nadelfreie 
Verabreichung 
Unerwünschte 
systemische Effekte 
möglich z.B. 
Irritation der 
Mukosa 
Sekretion 
Nasensprays 
Pulmonal1, 3-5 
Sprays 
Inhalatoren 
Schmerzfreie 
Verabreichung 
Anreicherung in 
Atemwegen 
Kritisch bei 
Dosiserhöhung 
Asthma-Sprays 
Pulver-
inhalatoren 
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Bei allen Verabreichungsarten muss mindestens eine Zellschicht überwunden werden (z.B. 
Endothelschicht der Blutgefäße bei intravenösen Injektionen, Haut oder Schleimhäute bei 
Applikation über Cremes oder bei oraler/nasaler/rektaler/pulmonaler Verabreichung). Diese 
erste Zellschicht stellt somit auch die erste Barriere dar, die ein Wirkstoff durchdringen muss. 
Die Passage dieser Barriere kann dabei grundsätzlich über drei Wege (intrazellulär, 
parazellulär, transappendageal) erfolgen. Bei der Aufnahme aktiver Verbindungen über die 
intrazelluläre Route, werden die Zellen selbst (Membranen und Cytoplasma) durch die aktiven 
Verbindungen passiert. Erfolgt die Wirkstoffaufnahme hingegen über den parazellulären Weg, 
so bewegt sich der Arzneistoff in den durch zahlreiche Proteine und Lipide charakterisierten 
Räumen zwischen den Zellen und durchdringt auf diese Weise die Zellbarriere. Der 
transappendageale Weg beschreibt die Aufnahme über Schweißdrüsen oder Haarfollikel. 
Wirkstoffe, die über diesen Weg aufgenommen werden, weisen häufig ein hohes 
Molekulargewicht und eine hohe Nettoladung auf.11 Egal welcher Weg eingeschlagen wird, die 
Beschaffenheit der Haut oder Schleimhäute sowie die Eigenschaften der Wirkstoffe 
beeinflussen die Aufnahme dramatisch. Zum einen spielen physiologische Faktoren wie das 
Hautalter, da sich Struktur, Funktion und Wassergehalt der Haut durch Alterung verändert,12 
die Aktivität von Enzymen sowie Durchblutung eine wichtige Rolle.11 Auch der Hauttyp13 
(Lipidgehalt, intrazelluläre Kohäsionsraten14, etc.) die Temperatur11, 15, der Wassergehalt16, 
sowie der Zustand der Haut11, 17, 18 haben einen großen Einfluss. Zum anderen sind 
physikochemische Faktoren der Haut und des Wirkstoffes wichtig. So stellt die 
Wirkstoffkonzentration einen limitierenden Faktor dar, wenn der Wirkstoff in die Haut 
eindringt.19 Auch weitere Faktoren wie pH-Wert, Molekulargewicht oder die Fähigkeit des 
Wirkstoffs Wasserstoffbrücken auszubilden, spielen für eine optimale Permeation eine 
wichtige Rolle.  
Auch bei der oralen Applikation, bei welcher Wirkstoffe in Tablettenform oder verpackt in 
Kapseln aus z.B. Gelatine verabreicht werden, muss eine Zellbarriere überwunden werden, in 
diesem Fall die intestinale Mukosa (Darmschleimhaut). Wie bei der Aufnahme über die Haut, 
kann der Wirkstoff durch die Zelle (intrazellulär oder transzellulär) oder zwischen den Zellen 
(parazellulär) wandern (Abbildung 1). Die Passage zwischen benachbarten Zellen wird in der 
Regel jedoch durch tight junctions verhindert und ist somit für viele Wirkstoffe, besonders für 
Proteine oder Peptide, blockiert.20, 21 Des Weiteren können Stoffe auch über M-Zellen der 
Peyer-Plaques aufgenommen werden.22 Peyer-Plaques sind Ansammlungen von 
Lymphfollikeln, gehören somit zum Lymphsystem, und nehmen eine wichtige Funktion bei der 
erworbenen Immunantwort und der Infektionsabwehr im Darm ein.  
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Abbildung 1: Verschiedene Aufnahmewege über die intestinale Mukosa. (1) transzelluläre Route mittels 
passiver Diffusion; (2) parazelluläre Route; (3) Aufnahme über M-Zelle zur Peyer-Plaque und somit in das 
Lymphsystem; (4) transzelluläre Route: z.B. über Carrier- oder Rezeptor-vermittelte Endozytose. tight junctions: 
gelb. 
 
Bei einer intravenösen Verabreichung muss der Wirkstoff die Epithelzellen der Gefäßwände 
überwinden, um ins Zielgewebe zu gelangen. Auch dies kann auf den bereits beschriebenen 
Wegen erfolgen. Bei Tumorgeweben ist die Lücke zwischen den Zellen der Blutgefäßwand 
jedoch größer als bei gesunden Gewebe, was eine erhöhte Permeabilität und Retention, kurz 
EPR-Effekt (engl. enhanced permeability and retention) zur Folge hat.23 Dabei können 
Wirkstoffe, Liposomen und Partikel im Vergleich zu normalem Gewebe einfacher über die 
Blutbahn ins Tumorgewebe aufgenommen werden. 
Für eine optimale Wirkung muss ein Wirkstoff in ausreichend hoher Konzentration im 
Zielgewebe vorliegen. Zu einer Reduktion der Bioverfügbarkeit eines Wirkstoffes kann u.a. 
dessen Metabolisierung beitragen. Eine Inaktivierung oder Beseitigung von Wirkstoffen erfolgt 
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meist über Leber und Nieren und endet u.a. in der Ausscheidung der Endprodukte mit dem 
Urin. Ein Wirkstoff, der stark metabolisiert wird, muss somit in hoher Dosis verabreicht 
werden, um das therapeutische Level zu erreichen bzw. halten zu können. Biochemisch verläuft 
die Metabolisierung von Wirkstoffen hauptsächlich über Konjugation und Oxidation. Bei der 
Konjugation werden organismuseigene, meist sehr gut wasserlösliche Gruppen wie z.B. 
Glucuronsäure, Acyl- oder Acetylreste an die Wirkstoffe angefügt um deren Wasserlöslichkeit 
zu erhöhen und somit die Ausscheidung zu erleichtern. Auch die Oxidation eines Stoffes kann 
dessen Wasserlöslichkeit steigern und so zu einem schnellen Abtransport des Wirkstoffes im 
Organismus beitragen.2 Hierdurch werden auch funktionelle Gruppen für spätere 
Stoffwechselschritte eingebracht. So wird beispielsweise der Wirkstoff Ibuprofen durch das 
Enzym Cytochrom-P450 in der Leber oxidiert.24-26  
Das Problem einer schlechten Bioverfügbarkeit therapeutisch eingesetzter Verbindungen ist 
vor allem bei der Chemotherapie zu verzeichnen. Hier kann der Fall eintreten, dass ein 
Wirkstoff zwar in ausreichender Menge vorhanden ist, eine sichtbare Wirkung jedoch ausbleibt. 
Dies liegt oft an der Ausbildung von Wirkstoff-Resistenzen durch die Tumorzellen. Meist wird 
dabei der Wirkstoff wieder aktiv aus dem Zellinneren transportiert. Aber auch andere 
Mechanismen zur Entwicklung einer Wirkstoff-Resistenz sind möglich, sowie die Ausbildung 
mehrerer Resistenz-Mechanismen gleichzeitig (Multiple Wirkstoff-Resistenzen). Bei 
Krebstherapien stellt dieser Effekt ein großes Problem dar, da bei der Ausbildung mehrerer 
Resistenzen eine effektive Therapie oft unmöglich wird.  
1.1.1 Multiple Wirkstoff-Resistenzen (MDR) 
Viele Tumorarten sind resistent gegen herkömmliche Arten der Chemotherapie oder können 
eine Resistenz während der Behandlung entwickeln. In der Tumorforschung wurden diverse 
Wege der Resistenzbildung aufgeklärt, jedoch konnten keine höheren Erfolgsraten bei der 
Behandlung aufgrund dieser Erkenntnisse gewonnen werden.27-29 Es gibt verschiedenste Wege 
wie eine Tumorzelle zu einem Resistenz-Mechanismus gelangt. In der Zellmembran befinden 
sich Efflux-Pumpen, die primär dafür zuständig sind, toxische Stoffe aus der Zelle zu befördern 
und diese so vor einer Vergiftung zu schützen.30-32 Der bekannteste derartige Transporter ist 
das P-Glykoprotein, auch bekannt als Multi-Wirkstoff-Resistenz Protein 1 (MDR1), und gehört 
zur Familie der ABC-Transporter.33 In Tumorzellen wird die Expression dieses Transporters 
erhöht, was in einem Anstieg des Abtransports eines therapeutisch eingesetzten Zytostatikums 
aus der Zelle resultiert.34  
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Neben Efflux-Pumpen werden auch andere Oberflächenproteine wie Rezeptoren oder 
Trägerproteine vermehrt bzw. vermindert produziert, was zur Ausbildung von Resistenzen 
führen kann. Die Veränderung der Zusammensetzung der Oberflächenproteine der 
Zellmembran kann zusätzlich eine Änderung der Signalweiterleitung hervorrufen. So können 
Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktionen, bei welchen die Oberflächenrezeptoren, wie z.B. 
Integrine, eine wichtige Rolle spielen, zur Überexpression von apoptotischen Faktoren führen, 
wodurch die Fähigkeit zur Apoptose vermindert wird.35, 36 Zusätzlich kann sowohl die 
Expression von Ziel-Liganden des eingesetzten Wirkstoffes als auch die Kapazitäten zur DNA 
Reparatur erhöht werden.34, 37, 38 
Des Weiteren spielen pH- und pO2-Wert im Tumorgewebe eine wichtige Rolle bei der 
Therapie. Der saure extrazelluläre pH beschränkt die Aufnahme von schwach-basischen 
Wirkstoffen wie z.B. Doxorubicin oder Adriamycin.34 Durch eine Hypoxie wird in 
Tumorzellen die Expression von MDR-verknüpften Genen, wie der ABC-Transporter, oder die 
Aktivierung von Transkriptionsfaktoren, wie z.B. hypoxia inducible factor1 (HIF-1), 
eingeleitet.39 Dies führt nicht nur zur Ausbildung von Multiple Wirkstoff-Resistenzen, sondern 
auch zur Entwicklung von Metastasen und somit zur Ausbreitung des Tumors. 
Da der Resistenzbildung eine Vielzahl an Mechanismen zugrunde liegen, müssen Strategien 
für eine Therapie entwickelt werden, die die Ausbildung solcher Resistenzen verhindern. 
1.1.2 Strategien zur Überwindung der Multiplen Wirkstoff-Resistenzen 
Während der Chemotherapie werden Zytostatika verabreicht, um das Wiederauftreten oder 
Wachstum eines bereits existenten Tumors zu unterbinden. Hierbei werden Kombinationen 
unterschiedlicher Arzneimittel mit verschiedenen Wirkmechanismen und Zielorten eingesetzt, 
die die Ausbildung von MDR verhindern sollen. Die Effektivität der Behandlung muss dabei 
stets mit den oft erheblichen Nebenwirkungen abgeglichen werden.  
Da viele MDR auf MDR-assoziierte Genexpressionen zurückzuführen sind, können zur 
Behandlung short interfering RNA (siRNA) oder RNA Interferenz (RNAi) eingesetzt werden. 
Dabei assembliert z.B. die siRNA mit der Endoribonuklease innerhalb der Zelle zu einem RNA-
induzierten silencing Komplex (RISCs), der komplementäre RNA Fragmente binden, 
zerschneiden und dadurch inaktivieren kann. Ein erfolgreicher Einsatz dieser Methode unter 
Verwendung von antisense Oligonukleotiden, katalytischer RNA und siRNA gegen 
P-Glykoprotein, Multi-Resistenz Protein (MDP) oder gegen das Brustkrebs-Resistenzprotein 
(BCRP) konnte bereits beschrieben werden.40-43 Auch siRNA beladene Nanopartikel sowie 
Antikörper-basierte Behandlungsmethoden können, gegen eine MDR, Wirkung zeigen.44-46 
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Die Überwindung der MDR oder gar eine Verhinderung der Entstehung der MDR kann unter 
Einsatz von neuartigen Wirkstoffen erfolgen, die nicht, wie die meisten bisherigen Wirkstoffe, 
vom P-Glykoprotein erkannt werden. Diese neuartigen Verbindungen zeigen eine höhere 
zytotoxische Wirkung im Vergleich zu den herkömmlich eingesetzten Medikamenten.47-49 Eine 
weitere mögliche Steigerung der Wirkstoffwirkung sowie Verhinderung der Ausbildung von 
MDR kann durch das Verpacken von Wirkstoffen erreicht werden (Wirkstofftransportsysteme). 
Durch die Verpackung in z.B. Kapseln oder Partikel wird zum einen der Wirkstoff vor der 
Metabolisierung und somit dem frühzeitigen Abbau geschützt, und zum anderen die benötigte 
Konzentration erniedrigt, da der Wirkstoff erst direkt am Tumor oder nach endozytotischer 
Aufnahme innerhalb einer Tumorzelle freigesetzt wird. Dadurch können auch viele 
Nebenwirkungen verringert, und so die Lebensqualität für den Patienten erheblich gesteigert 
werden. 
1.2 Einsatzbereich des gezielten Wirkstofftransports 
Die gängige Medikation erfolgt heutzutage meist oral oder intravenös, sodass die 
Wirkstoffaufnahme und -verteilung über den Darm oder die Blutbahn erfolgt. Bei beiden 
Verabreichungsarten wird der Wirkstoff im Organismus verteilt und nur ein geringer Teil 
gelangt an den vorbestimmten Wirkort. Der verabreichte Wirkstoff kann seine Wirkung erst ab 
einer bestimmten Konzentration (therapeutisches Fenster) entfalten, wodurch oft hohe Dosen 
verabreicht werden müssen.50 Gleichzeitig sinkt jedoch die Wirkstoffkonzentration im 
Zielbereich, bedingt durch Metabolisierung oder Ausscheidung der aktiven Verbindung, auch 
schnell wieder ab, sodass die therapeutisch wirksame Dosis nur über einen geringen Zeitraum 
erreicht wird. Zu hohe Wirkstoffkonzentrationen gilt es dringend zu vermeiden, da das 
therapeutische Fenster meist nahe an der toxischen Dosis des Stoffes liegt (Abbildung 2).50 Bei 
schweren Krankheiten, wie z.B. Krebs, ist es notwendig die Wirkstoffkonzentration über einen 
langen Zeitraum im therapeutischen Fenster zu halten, da sonst keine ausreichende Wirkung 
eintritt. Mit herkömmlichen Verabreichungsmethoden ist dies nur sehr schwer bis gar nicht 
möglich. Unter Verwendung gezielter Wirkstofftransportsysteme (targeted drug delivery 
systems) soll diese Problematik behoben werden. Voraussetzung dieser selektiven 
Verabreichung ist, dass das Transportsystem im Organismus zum Zielgewebe gelangt. 
Ermöglicht werden kann dies durch die Verwendung von Signalmolekülen bzw. spezifischen 
Erkennungssequenzen für Rezeptoren, die selektiv für Tumorgewebe sind. Gleichzeitig muss 
auch die Kontrolle der Wirkstofffreisetzung (controlled drug release) vor Ort gewährleistet 
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sein. Durch eine langsame und kontrollierte Freisetzung des Wirkstoffes im Zielgewebe kann 
dessen Wirkung länger anhalten. Da hierdurch insgesamt geringere Wirkstoffmengen bereits 
eine ausreichende Wirkung hervorrufen, können auch unerwünschte Nebenwirkungen reduziert 
werden. 
Es muss jedoch stets sichergestellt werden, dass das Trägermaterial biokompatibel ist und 
den Wirkstoff ausreichend aufnimmt bzw. wieder freisetzt. Optimal wäre hierbei, eine 
Freisetzung des Wirkstoffs erst innerhalb der Tumorzelle. Dazu muss das System jedoch 
zunächst von den Zielzellen z.B. über Mechanismen der Endozytose aufgenommen werden. 
 
Abbildung 2: Schema der Wirkstoff-Konzentration einer therapeutischen Verabreichung per Injektion 
(schwarze Kurve) und mittels kontrolliertem Wirkstofffreisetzungssystem (rote Kurve) (modifiziert nach 
Ref. 50). 
1.3 Mechanismen der Endozytose 
Zellen können über verschiedene Wege mit ihrer Umgebung wechselwirken und Moleküle 
(z.B. Nährstoffe) aufnehmen. Viele kleinere Moleküle können die Zellmembran selbstständig 
via Diffusion, passiven Transport durch Membrankanäle oder gebunden an Carrier-Proteine 
passieren. Können die passiven Transportwege nicht genutzt werden, so können die Moleküle 
nur unter Energieaufwand mittels aktiven Transports ins Innere der Zelle befördert werden. 
Moleküle, die die Zellmembran nicht überwinden oder über Membrankanäle ins Zellinnere 
gelangen können, werden meist endozytotisch aufgenommen. Als Endozytose wird im 
Allgemeinen eine Einstülpung der Plasmamembran mit anschließender Abschnürung des 
Einschlusses ins Zellinnere bezeichnet, wobei Membranproteine, Lipide, integrierte Proteine 
und extrazelluläre Flüssigkeit etc. einverleibt werden. Dieser Vorgang ist hoch reguliert, 
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dynamisch und spielt neben der Aufnahme von Nährstoffen auch eine Schlüsselrolle bei 
Prozessen wie der Antigenpräsentation, Zellmigration, Zelladhäsion, Zellproliferation und der 
Regulation von Signalkaskaden.51 Es gibt verschiedenste Mechanismen über welche eine Zelle 
Endozytose betreiben kann. Die bekanntesten und auch am besten untersuchten Mechanismen 
sind die Clathrin- und Caveolar- (Lipid-Raft)-vermittelte Endozytose sowie die 
Makropinozytose (Abbildung 3). Neben diesen drei Mechanismen existieren 
Clathrin-/Caveolar-unabhängige, oft auf spezielle Ereignisse angepasste Mechanismen wie z.B. 
Clathrin-unabhängige Carrier und GPI-reiche frühe endosomalähnliche Kompartiment 
(CLIC/GEEC)-artige Endozytose oder Entosis.52 
 
Abbildung 3: Mechanismen der Endozytose. Abgebildet sind die bisher am besten untersuchten Endozytose-
Mechanismen sowie gängige Wege endozytotischer Vesikel. CCP: Clathrin-beschichtete Vertiefung (clathrin 
coated pit); CCV: Clathrin-beschichteter Vesikel (clathrin coated vesicle) 
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1.3.1 Clathrin-vermittelte Endozytose 
Der am besten untersuchte Mechanismus der Endozytose ist die Clathrin-vermittelte 
Endozytose (CME). Die endozytotischen Vesikel, die sich von der Plasmamembran 
abschnüren, sind hierbei mit dem Protein Clathrin beschichtet. Dieser Weg spielt bei vielen 
Vorgängen in der Zelle wie z.B. der inter- und intrazellulären Signalübertragung, dem 
Membranrecycling und der Aufnahme von Membranrezeptoren eine kritische Rolle. Dabei ist 
das Zusammenspiel von vielen Faktoren wie der Koordination, der Assemblierung von 
Proteinen an der Plasmamembran und der zeitliche Ablauf extrem wichtig.53, 54 Clathrin besteht 
aus drei schweren und drei leichten Ketten,55, 56 wobei die schwere Kette am Aminoterminus 
eine β-Propeller-Domäne trägt. Der Carboxyterminus der schweren Kette ist für die Interaktion 
der schweren Ketten untereinander verantwortlich und weist kaum eine definierte Struktur 
auf.57 Jedoch befindet sich am Carboxyterminus eine Erkennungssequenz für das 
Hitzeschockprotein 70 (Hsc70), welches für die Entmantelung des Vesikels von Clathrin nach 
Abschluss der Vesikelbindung benötigt wird.58, 59 Die schwere Kette wird in ein proximales 
Segment, Knie, distales Segment, Anker, Linker und die aminoterminale β-Propeller-Domäne 
aufgeteilt. Das proximale Segment, Knie, distale Segment und der Anker bilden eine Super-
Helix aus, die ein leicht gekrümmtes „Bein“ des Clathrin-Dreibeins bildet. Das proximale 
Segment interagiert des Weiteren auch mit der leichten Kette, die vermutlich für die Bildung 
und Auflösung der Vesikel-Ummantelung verantwortlich ist. Die gesamte Struktur wird als 
Triskelion bezeichnet (Abbildung 4A).  
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Abbildung 4: Clathrin Triskelion Struktur (A) sowie die Schlüsselfaktoren der Initiation der Clathrin-
vermittelten Endozytose (B). (A) Das Clathrin Triskelion besteht aus je drei leichten und schweren Ketten, die 
sich zu einem Dreibein zusammenfügen. Die schwere Kette wird aus dem proximalen Segment, Knie, distalen 
Segment sowie einem Ankerbereich und einem Linker zur β-Propeller-Domäne gebildet. (B) Schlüsselfaktoren 
der Initiation der Clathrin-vermittelten Endozytose, wie das Adaptor-Protein AP2, interagieren mit dem 
Membranlipid PIP2 und Rezeptoren, die ein definiertes Cargo-Molekül gebunden haben. Durch die Rekrutierung 
weiterer Adaptor-Proteine können zusätzliche Clathrin-Moleküle gebunden werden, sodass sich eine Clathrin-
Hülle und eine Mulde in der Plasmamembran bilden. 
Da Clathrin selbst nicht direkt an die Membran binden kann, benötigt es für die Bindung 
Adaptor-Proteine. Das wichtigste Adaptor-Protein ist das Adaptor-Protein 2 (AP2), welches die 
Rolle eines Master-Initiators der CME innehat, da es neben Clathrin auch andere Proteine wie 
z.B. den LDL-Rezeptor rekrutiert (Abbildung 4B).60-62 Die Adaptor-Proteine interagieren mit 
dem Membranlipid Phosphatidylinositol-4,5-bis-phosphat (PIP2) und binden so an die 
Zellmembran. Anschließend rekrutieren die Adaptoren neben Clathrin weitere Adaptoren oder 
Komponenten mittels ihrer zwei-lappigen Anhangs-Domänen.63-67  Zusätzliche Faktoren (wie 
nicht strukturelle Bestandteile), die die Bindung von AP2 an PIP2 stabilisieren, erhöhen die 
Initiation, wodurch Clathrin-beschichtete Mulden entstehen. Die Initiation der Partikelbildung 
erfolgt in der Regel durch zwei AP2, manchmal auch durch vier AP2 Moleküle.68 Zusätzlich 
erhöht die Anwesenheit eines AP2 Proteins die Wahrscheinlichkeit, dass weitere AP2 an dieser 
Stelle andocken und Clathrin Triskelien rekrutieren, bevor die ersteren wieder dissoziieren. 
Andere Komponenten, die durch die Adaptor-Proteine rekrutiert werden, wie die endozytotisch 
assoziierten Proteine, gewährleisten u.a. eine effiziente Beschichtung, Ausbildung der Mulde, 
sowie eine schnelle Beschichtungs-Deassemblierung nach Abschnüren des Vesikels.69, 70 
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An der durch die Initiation entstehenden Mulde assemblieren die Clathrin Triskelien in einer 
Gitterstruktur, wobei deren Ausbildung größtenteils pentagonal und hexagonal erfolgt, und so 
eine fußballartige Struktur entsteht. Die Geometrie ist in allen Bereichen konserviert, da nur 
dadurch eine Interaktion mit z.B. Adaptor-Proteinen, Hsc70 oder anderen Membran-
Interaktions-Komponenten gewährleistet werden kann.71-74 Die Clathrin Gitterstruktur 
deformiert die Membran bei der Anlagerung so stark, dass sich die Membran einstülpt, 
abschließt und schließlich ein Vesikel abgeschnürt wird.  
Die Abschnürung des Vesikels von der Membran wird letztendlich durch das Protein 
Dynamin unter Energieaufwand in Form von GTP-Hydrolyse vermittelt. Nach der Vesikel-
Bildung ist dieser zunächst noch über eine Art Stiel mit der Zellmembran verbunden. Die 
Abspaltung des Vesikels von der Plasmamembran wird durch die Dimerisierung von Dynamin 
initiiert, wobei sich anschließend die Dimere zu Tetrameren zusammenfügen. Dynamin besitzt 
eine GTPase-Domäne, die GTP in der Nähe des Dimerisierungszentrums binden kann. Die 
Dimerisierung steuert die Hydrolyse des GTPs und die Ausbildung helikaler Strukturen.75, 76 
Auf diese Weise wird um den Membranstiel, den der Vesikel mit der Membran verbindet, ein 
Kragen gebildet. Die Hydrolyse von GTP ist dabei mit Konformationsänderungen im Bereich 
der GTPase-Domäne und der α-helikalen Bereiche gekoppelt. Der Effekt der beiden 
Änderungen wirkt sowohl auf die Orientierung des Stiels als auch auf die Organisation des 
Kragens und forciert so eine Abspaltung des Vesikels.  
Die für die einzelnen Schritte notwendigen Proteine sind nur zum Zeitpunkt ihrer Aufgabe 
am entstehenden Vesikel vorhanden. So wird beispielsweise das für die Abschnürung des 
Vesikels von der Membran verantwortliche Dynamin erst nach der vollendeten 
Membraneinstülpung rekrutiert. 
Die Interaktion oder Beladung der Vesikel mit Cargos erfolgt ebenfalls über Adaptor-
Proteine, beispielsweise über die Bindung von Rezeptoren für Transferrin an AP2. Der wohl 
bekannteste membrangebundene Rezeptor, der LDL-Rezeptor, bindet zuerst an andere Proteine 
(ARH oder Dab2), die wiederum mit AP2 interagieren. Die Rezeptoren mit gebundenem Cargo 
bewegen sich anschließend in der Zellmembran bis sie auf eine Assemblierung eines Clathrin-
Netzes treffen.77, 78 
Der Verlust der Clathrin-Beschichtung des Vesikels erfolgt sehr schnell nach dessen 
Abschnürung von der Plasmamembran und wird durch Hsc70 ausgelöst.77, 79-82 Hsc70 fungiert 
als molekulare Pinzette, die hydrophobe Peptide greifen kann und diese exponiert.83 Durch die 
Hydrolyse von ATP strafft sich die Pinzette, durch den anschließenden Austausch von ADP 
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durch ATP wird die Pinzette geöffnet und das gebundene Peptid freigesetzt. Auf diese Art und 
Weise wird die Beschichtung vollständig vom Vesikel gelöst. 
Während der Endozytose können sich um den entstehenden Vesikel Aktinfilamente bilden, 
die die Abschnürung begünstigen.84, 85 Die Rolle des Aktins bei der Vesikel-Abtrennung von 
der Zellmembran wird u.a. dadurch deutlich, dass das Aktin-Level zum Zeitpunkt der 
Abschnürung in der Umgebung des Vesikels am höchsten ist.80 Über Adaptor-Proteine oder 
auch direkt können Motorproteine wie das Myosin V mit dem Vesikel interagieren und diesen 
entlang der Aktinfilamente transportieren, sodass der Vesikel ein bereits bestehendes Endosom 
erreichen oder mit anderen Vesikeln zu einem frühen Endosom verschmelzen kann.  
1.3.2 Caveolae-vermittelte Endozytose 
Neben der Clathrin-vermittelten Endozytose existieren auch Mechanismen, die keine oder 
eine alternative Proteinbeschichtungen der Vesikel aufweisen, wie die Caveolae-vermittelte 
Endozytose (oft auch lipid raft Endozytose genannt). Caveolae sind Plasmamembran-
Einstülpungen mit einer Größe zwischen 50-80 nm.86 Über diesen Weg werden Substanzen wie 
beispielsweise Folsäure oder Albumin aufgenommen und Membrankomponenten recycelt. 
Auch bei der Transzytose, der Signaltransduktion87, 88, sowie der Onkogenese89 spielt die 
Caveolae-vermittelte Endozytose eine wichtige Rolle. Die Caveolae Struktur besteht aus 
diversen Lipiden wie, Sphingolipiden, Cholesterol und zahlreichen Proteinen. Das 
charakteristischste Protein stellt hierbei das Caveolin (Cav) dar, das in einer Caveola bis zu 144 
mal enthalten sein kann.90 Es gibt drei homologe Cav Proteine (Cav1-3), dabei sind Cav1 und 
Cav2 primär in nicht muskulären Zellen, und Cav3 hauptsächlich in Skelettmuskelzellen und 
Zellen der glatten Muskulatur zu finden.91, 92 Cav-Proteine weisen eine lange hairpin 
Intramembran-Domäne auf, wobei der Amino- oder Carboxylterminus in das Cytoplasma 
hineinragt. Der Carboxylterminus ist palmitoyliert, wodurch das Protein zusätzlich an der 
Membran verankert wird.93 Cav1 kann darüber hinaus mit ein bis zwei Cholesterin-Molekülen 
interagieren und so die Caveolae Struktur stabilisieren.94 95, 96 
Der genaue Mechanismus der Caveolae-Bildung und die Einzelschritte der Initiation sind 
bisher weitgehend unbekannt. Substanzen, die aufgenommen werden sollen, interagieren mit 
verschiedenen Lipiden der Plasmamembran und scheiden sich in kleinen Caveolae Vesikeln 
ab. Ein besonderes Merkmal der Caveolae ist die höhere Dichte an Lipiden im Vergleich zu 
anderen Bereichen der Plasmamembran. Caveolae repräsentieren eine spezialisierte, 
morphologisch ausgeprägte  Sphingolipid-Cholesterol-Mikrodomäne.97 Glycosphingolipide 
bilden Cluster, die u.a. die Aufnahme von bestimmten Rezeptoren wie Integrine stimulieren. 
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Die Caveolae können mit anderen Vesikeln zu Caveosomen oder frühen Endosomen 
fusionieren. Die Abschnürung erfolgt wie bei der Clathrin-vermittelten Endozytose durch 
Dynamin.  
Nicht nur Integrine, sondern auch viele andere Moleküle, die in der Signaltransduktion 
involviert sind, sind mit Caveolae assoziiert.98  Auch eine Rolle bei der Mechanosensorik und 
der Zelladhäsion konnte der Caveolae-vermittelten Endozytose zugeordnet werden.99-101 
1.3.3 Makropinozytose 
Makropinozytose ist ein zellulärer Prozess, der Zellen die Aufnahme großer Mengen an 
Makromolekülen ermöglicht. Dieser Prozess kann durch die Stimulation eines Mediators wie 
z.B. Wachstumsfaktoren, Interleukin-4 oder Phorbolester erfolgen.102-104 Aufgrund der starken 
Ähnlichkeit zur Phagocytose ist die Aufklärung der involvierten Prozesse schwierig. Der 
Makropinozytose konnten bisher Rollen bei verschiedensten Zellprozessen wie Zellmigration, 
Antigen-Präsentation, Immunreaktion und der Kontrolle der Aktivierung von diversen 
Signalmolekülen nachgewiesen werden.105 Die Bildung der Einstülpung wird durch die 
Assemblierung von Aktin an der Membran hervorgerufen, wodurch diese in die Länge gezogen 
und so nach innen in die Zelle erweitert wird. Dadurch entstehen Aktin-assoziierte 
Plasmamembran-Einstülpungen (≥ 1 µm), welche entweder wie bei CME oder der Caveolae-
vermittelten Endozytose durch Dynamin oder aber durch die hohen Zugkräfte der 
Aktinfilamente abgespalten werden.106 Die Initiation der Aktinpolymerisation erfolgt durch 
Proteine der Familie der Rho-GTPasen, welche mit PIP2 interagieren. PIP2 und Rho 
wechselwirken mit weiteren Proteinen, und setzen so eine Kaskade von Protein und 
Lipidinteraktionen in Gang, wodurch die Aktinpolymerisation initiiert und weitergeführt 
wird.107 Je nach Zelltyp werden die Makropinosomen in frühe Endosomen, anschließend späte 
Endosomen und schließlich in Lysosomen umgewandelt (z.B. in Makrophagen) oder 
fusionieren wieder mit der Plasmamembran.103, 108, 109 Der Regulierungsmechanismus ist nach 
wie vor nicht vollständig verstanden. Wichtige Schlüsselrollen spielen neben PIP2 und Rho 
auch die Rac-abhängige Kinase PAK1110, Phosphoinisitol-3- Kinase111, 112, und verschiedene 
Rab-Proteine (z.B. Rab5113, Rab34114). Auch Cholesterol ist in diesem Prozess involviert, und 
wird für die Rekrutierung von aktiviertem Rac1 benötigt.115  
Mittels der drei beschriebenen endozytotischen Aufnahmewege können Wirkstoff-
transportsysteme aufgenommen werden. Dabei spielt die Art des gewählten Transportsystems 
eine wichtige Rolle. 
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1.4 Kontrollierter Wirkstofftransport 
1.4.1 Partikuläre Wirkstofftransportsysteme 
Bei kontrolliertem Wirkstofftransport werden (mobile oder stationäre) Systeme eingesetzt, 
die den Wirkstoff unter definierten Bedingungen am Wirkort freisetzen sollen. Als stationäres, 
therapeutisches System können u.a. Wundabdeckungen oder transdermale Pflaster verwendet 
werden. Diese Systeme weisen meist ein Wirkstoffdepot auf, aus dem der Wirkstoff 
kontinuierlich freigesetzt und dann über die Haut aufgenommen wird. Als Depotsysteme 
können auch Hydrogele, Liposomen, Protein-, Polysaccharid- sowie anorganische Partikel 
verwendet werden, welche entweder mit dem Wirkstoff beladen sind oder dieser daran 
gekoppelt ist. Bei allen Systemen gilt aber der Grundsatz: Je langsamer die Freisetzung erfolgt, 
desto konstanter ist die Wirkstoffkonzentration im Körper. Dies konnte unter anderem für das 
Diabetes Typ 2 Medikament BYDUREON® (Wirkstoffgruppe der Exenatide) erreicht 
werden.116 Ein Peptid aus dem Speichel der Gila-Krustenechse, das Glukagon-ähnliche Peptid 
1 (Glucagon-like peptide 1, GLP-1), wird in Polylactid-co-Glycolid (PLGA)-Partikel verpackt 
und mittels Spritze in das Bauchgewebe injiziert.117 Dort agglomerieren die Partikel und setzten 
über Wochen das aktive Peptid konstant frei.  
Für einige Krankheitsfälle stehen sogar noch weitaus komplexere Behandlungsformen zur 
Verfügung. So können bei vielen Systemen nicht nur Peptide oder Proteine verpackt werden, 
sondern sogar ganze Zellen (z.B. Langerhans’sche Zellen für die Diabetes-Behandlung)118.  
Als Trägermaterialien der aktiven Verbindungen haben sich sowohl natürliche als auch 
synthetische Polymere als geeignet erwiesen. Je nach System können Modifikationen 
entsprechend des Einsatzgebietes vorgenommen werden. Auf diese Weise können die 
Trägermaterialien je nach Anwendungsbereich bioabbaubar implementiert werden, woraus eine 
Kontrolle der Struktur und Funktion resultiert.  
Bei der Verwendung von Systemen, die nicht als Ganzes von Zellen aufgenommen werden 
und den Wirkstoff innerhalb der Zelle freisetzen, wird der Wirkstoff oft über Efflux-Pumpen 
aus den Zellen ausgeschleust.119, 120 Eine Alternative bietet hier die Verwendung von kleinen, 
mobilen Transportsystemen, welche von den Zellen aufgenommen werden, und bei denen die 
Freisetzung des Wirkstoffes innerhalb der Zelle erfolgt. Dies hat natürlich auch geringere 
Nebenwirkungen zur Folge, da der Wirkstoff vor Ort freigesetzt wird, und nicht der ganze 
Körper überschwemmt werden muss. Für derartige Systeme kommen Liposomen, Mizellen, 
Kapseln und Partikel zum Einsatz (Abbildung 5). 
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Abbildung 5: Partikuläre Wirkstofftransportsysteme im wässrigen System. In Liposomen können im 
inneren Bereich hydrophile und innerhalb der Lipiddoppelschicht hydrophobe Verbindungen verpackt werden, 
während Mizellen nur hydrophobe Wirkstoffe einschließen können. Wirkstoffe können auch von Partikeln 
adsorbiert oder im Inneren kapsulärer Systeme transportiert werden. 
Liposomen bestehen in der Regel aus einer Phospholipiddoppelschicht und haben eine 
Durchschnittsgröße von 80-300 nm.119, 121  Sie besitzen einen amphiphilen Charakter, wobei 
die hydrophilen Bereiche der Lipidschichten zum Inneren des Vesikels und zur Umgebung des 
Vesikels (im wässrigen System) gerichtet sind. Dadurch befinden sich die hydrophoben 
Seitenketten im Inneren der Doppelschicht. Synthetisch können unilamellare sowie 
multilamellare Liposomen in der Größe von 25 nm – 100 µm hergestellt werden. Hydrophile 
Wirkstoffe können im Vesikelinneren, hydrophobe Wirkstoffe innerhalb der Doppelschicht und 
amphiphile Substanzen an der Übergangsgrenze zwischen hydrophiler Kopfgruppe und 
hydrophober Seitenkette verpackt werden. Somit kann mit Hilfe von Liposomen ein enormes 
Anwendungsspektrum in Bezug auf therapeutisch aktive Verbindungen realisiert werden. 
Aufgrund der Ähnlichkeit von Liposomen mit biologischen Membranen sind sie biokompatibel 
und können mit jeder Membran fusionieren. Ist ein Liposom jedoch einmal mit einer Membran 
verbunden, wird der Wirkstoff sofort ins Zellinnere abgegeben. So können nur Zellen an der 
Oberfläche einer Gewebeschicht mit Liposomen interagieren, da ein Transport durch das 
Gewebe nicht möglich ist.  
In wässrigen Systemen können hydrophobe Wirkstoffe nicht nur von Liposomen, sondern 
auch von Mizellen transportiert werden. Mizellen bestehen in biologischen Systemen aus 
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Molekülen mit amphiphilem Charakter wie z.B. Lipide, wobei der hydrophile Teil zur 
wässrigen Umgebung und der hydrophobe Teil nach innen gerichtet ist.  Wie auch bei den 
Liposomen erfolgt die Wirkstofffreisetzung durch die Fusion der einzelnen Mizelle mit der 
Zellmembran. Mittlerweile existieren mizellare Systeme auf Polymer-Basis, die die Mizelle 
stabiler und je nach Anwendung modifizierbar machen.122  
Als weiteres mobiles Transportsystem werden Kapseln verwendet. Sie bestehen aus einem 
inneren flüssigen Kern, der von einer Hülle umgeben ist. Kapseln können u.a. durch 
Grenzflächenpolymerisation an zwei Lösungsmitteln oder um einen soliden Kern (Colton-
Verfahren), der in die Gelatine- oder Polymerlösung getaucht und nach der Kapselbildung 
wieder entfernt wird, gebildet werden. Im Vergleich zur Mizelle bestehen hier die Bausteine 
nicht aus einer polaren hydrophilen Kopfgruppe und einem lipophilen Teil, der nach innen 
gerichtet ist. Die einzelnen Bausteine können dennoch einen amphiphilen Charakter aufweisen. 
Je nach Material kann die Kapselmembran durchlässig sein, sodass der transportierte Wirkstoff 
langsam nach außen diffundieren kann, oder aber undurchlässig, wodurch die 
Wirkstofffreisetzung erst durch die Zerstörung der Kapsel erfolgt. Es können verschiedenste 
Kapseltypen wie Protein- oder Polymer-Kapseln123-126, multilayered Mikrokapseln127, 
Polyeletrolyt-Kapseln128 oder anorganisch/organische Nanokomposit-Kapseln129 hergestellt 
werden. So vielfältig die Kapseltypen sind, so vielfältig können auch die Wirkstoffe sein, die 
verkapselt werden. So wurden bereits Krebsmedikamente wie Adriamycin130 oder 
Doxorubicin131, 132, therapeutische Proteine/Enzyme133 oder antisense Moleküle für die 
Gentherapie134, 135 verpackt. Durch die Verkapselung der Wirkstoffe können diese effektiv 
gegenüber proteolytischem Verdau oder Metabolisierung geschützt werden.133  
Neben den Kapsel-Systemen werden zum Wirkstofftransport auch partikuläre Systeme 
verwendet. Die Partikel können aus verschiedensten Materialien bestehen. Eine große Gruppe 
bilden anorganische Materialien wie z.B. Gold136, Metalloxide und -sulfide137, 138, 
Siliziumdioxid139, 140 und Calciumphosphat141, 142. Die Größe und Form der Partikel wird durch 
den Herstellungsprozess bestimmt und kann an die vorgesehene Anwendung oder den 
verwendeten Wirkstoff angepasst werden. Anorganische Partikel sind über weite Bereiche der 
Temperatur- und pH-Skala stabil, können jedoch oft vom Körper nicht abgebaut werden, was 
zur Akkumulation innerhalb bestimmter Organe führt.119 Eine weitere sehr vielversprechende 
Materialgruppe stellen Polymere dar. Polymere sind sehr vielseitig und ihre Eigenschaften wie 
Hydrophobizität, Bioabbaubarkeit und Biokompatibilität sind leicht an den verwendeten 
Wirkstoff sowie die Art der Anwendung anpassbar. Zusätzlich bietet sich ein weites chemisches 
und strukturelles Modifikationsspektrum, wodurch u.a. die Interaktion mit Zellen oder 
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Geweben beeinflusst werden kann. Hierdurch werden eine höhere Effizienz der Partikel-
Aufnahme und die gezielte Steuerung der Art der Aufnahme in Zellen oder Gewebe möglich.143 
So können spezielle Erkennungssequenzen für Oberflächenrezeptoren von Zellen oder Zell-
penetrierende Peptide direkt an die Transporter gekoppelt werden und so die Aufnahmerate 
gesteigert werden. Die Beladung mit einem Wirkstoff kann mittels Adsorption an der 
Partikeloberfläche oder per Diffusion in die Partikelmatrix erfolgen. Weiterhin kann der 
Wirkstoff auch über eine kovalente Bindung an die Oberfläche gekoppelt werden, was dann 
meist erst nach der Partikelherstellung durchgeführt wird.144 Die Freisetzung erfolgt 
anschließend, wie bei kapsulären Systemen, entweder mittels Diffusion oder durch die 
Degradation des Partikels am Wirkort.  
Bei einem Einsatz von Partikeln als mobiles Wirkstofftransportsystem sollten diese im 
Zielgewebe von Zellen aufgenommen werden, um so eine Wirkstofffreisetzung ausschließlich 
innerhalb der Ziel-Zellen zu gewährleisten. Leider ist die zelluläre Aufnahmerate oft sehr 
gering, wodurch die Transport-Partikel für eine effektivere spezifische oder unspezifische 
Aufnahme modifiziert werden müssen. 
1.4.2 Modifikation von Transportsystemen mit Zell-penetrierenden 
Peptiden 
Soll ein Transportvesikel von Zellen aufgenommen werden, muss es in erster Linie die 
Barriere der Zellmembran überwinden. Für die meisten Moleküle ist dies unmöglich, allerdings 
existiert eine Klasse von Peptiden, die in der Lage sind, die Plasmamembran von Zellen zu 
durchdringen und dabei Cargos in die Zelle zu transportieren. Diese Peptide werden als Zell-
penetrierende Peptide (ZPPs) bezeichnet und umfassen eine Klasse meist kationischer Peptide 
mit einer Größe von 5-30 Aminosäuren.145-151 Das erste ZPP wurde 1988 als Teil des Proteins 
transactivator of transcription factor (Tat) des HI-Virus entdeckt, welches für die 
Überwindung der Zellmembran und die Aktivierung des viralen Promoters verantwortlich 
ist.152-154 Heute sind viele weitere Proteine mit Zell-penetrierender Wirkung bekannt, wobei 
grundsätzlich für die Penetration selbst lediglich eine kurze Peptidsequenz verantwortlich ist.  
Mittlerweile werden sowohl natürliche, als auch synthetische Peptide, meist basierend auf 
natürlichen Sequenzen, eingesetzt. Im Vergleich zu anderen Transportmethoden wie 
Transfektion von DNA mittels verschiedener Reagenzien (z.B. Polyethylenimin) oder viraler 
Vektoren kann bei der Verwendung von ZPP eine gesteigerte Zellaufnahme detektiert 
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werden.155 ZPP lassen sich auf Grund ihrer physikochemischen Eigenschaften in drei Gruppen 
einteilen (Abbildung 6 und Tabelle 2).  
Die erste Gruppe umfasst kationische ZPP mit einer hohen positiven Nettoladung und mit 
nur wenigen sauren Aminosäureresten.156 Mehrere Untersuchungen haben gezeigt, dass für eine 
effektive Penetration mindestens acht positive Ladungen benötigt werden.157, 158 Für 
verschiedene kationische ZPP wie das R8- oder Tat-Peptid wurden Kernlokalisierungs-
Eigenschaften beschrieben.159-161 
Die zweite Gruppe beinhaltet Peptide mit amphipathischen Eigenschaften wie z.B. MPG162 
oder CADY163. Diese Gruppe lässt sich wiederum in zwei amphipathische Untergruppen 
aufteilen. Die erste Gruppe (primär amphipathisch) weist polare und unpolare Blöcke in ihrer 
Primärsequenz auf, wohingegen bei der zweiten Gruppe (sekundär amphipathisch) die  
hydrophoben und hydrophilen Bereiche erst nach Ausbildung der Sekundärstruktur entstehen. 
Viele amphipathische ZPP beinhalten zudem einen hohen Anteil an Prolin.164 Synthetische 
Peptide dieser Gruppe basieren meist auf der aminoterminalen Domäne des Maisproteins γ-
Zein oder wurden von Poly-Prolin-Helix basierenden Peptiden abgeleitet.165 
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Abbildung 6: Gruppen (kationisch, amphipathisch und hydrophob) der Zell-penetrierenden Peptiden. 
Gruppe I und II: Exemplarisches Peptid zur Verdeutlichung der Eigenschaften von Peptiden der jeweiligen 
Gruppe. Sekundär amphipathische Peptide  (Gruppe IIb) können neben α-Helices auch β-Faltblätter ausbilden 
(nicht gezeigt). Gruppe III beinhaltet drei Untergruppen. Lineare hydrophobe Peptide (a): Beispiel zur 
Verdeutlichung der Eigenschaften von Peptiden dieser Gruppe. Weitere Untergruppen (b/c): schematischer 
Aufbau. Aminosäureklassen: orange: hydrophob; grün: unpolar; lila: polar; gelb: positiv geladen; rot: negativ 
geladen. 
 
Die dritte und kleinste Gruppe der ZPP bilden hydrophobe Peptide mit hauptsächlich 
hydrophoben Aminosäuren. Hier unterscheidet man lineare Peptide, die hauptsächlich auf 
natürlichen Sequenzen basieren, chemisch modifizierte Peptide, die stapled peptides, und 
prenylierte Peptide oder Pepduzine.156 Stapled peptides stellen eine neue Klasse von Peptiden 
dar, die über einen O-Allyl-Serin-Rest vernetzt und dadurch stabilisiert sind, wodurch eine 
geheftete Struktur entsteht.166 Als Pepduzine werden Peptide bezeichnet, die mit Lipiden 
modifiziert sind, mit deren Hilfe sie die Plasmamembran durchdringen können.167  
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Wie genau ZPP die Plasmamembran überwinden ist nicht bekannt. Der Aufnahmeweg eines 
ZPPs ist abhängig von den Eigenschaften des Peptids, worüber es mit verschiedensten 
Zelloberflächenmolekülen interagieren kann. Je nach Interaktionspartner variiert der 
Aufnahmeweg, aber auch eine direkte Penetration ist möglich. Generell wird davon 
ausgegangen, dass die erste Interaktion auf elektrostatische Wechselwirkungen der ZPP mit den 
negativ geladenen Proteoglykanen und Phospholipiden eingeleitet wird.168-172 Die Art der 
Aufnahme in die Zelle ist stark vom gebundenen Cargo, der Konzentration des ZPPs in Lösung, 
des Typs der aufnehmenden Zelle sowie der Inkubationszeit und -temperatur abhängig.162, 173-
177 Das Tat-Peptid zeigt gebunden an ein großes Cargo eine Aufnahme mittels Endozytose, 
gebunden an ein kleines Cargo aber eine Aufnahme mittels Penetration.177 Nicht nur der 
Aufnahmeweg kann sich je nach ZPP unterscheiden, sondern auch die Art der Prozessierung 
innerhalb der Zelle. So konnte für das R8- bzw. R16-Peptid jeweils der gleiche 
Aufnahmemechanismus, aber eine unterschiedliche Prozessierung innerhalb der Zelle 
nachgewiesen werden.178 Mittels ZPP können verschiedene Cargos wie DNA, RNA, Peptide, 
Proteine oder Transportsysteme wie Liposomen oder Nanopartikeln transportiert werden.146-151 
Die Kopplung des Cargos an ein ZPP kann kovalent oder nicht-kovalent erfolgen. Der 
Transport von ZPP/Cargo erfolgt nicht nur in vitro, sondern auch in vivo z.B. bei der 
Verabreichung des gekoppelten ZPP (D)R8 an Doxorubicin bei Mäusen.159 Hier akkumuliert 
das ZPP/Cargo Konjugat im Tumorgewebe, wodurch gezeigt werden konnte, dass ZPPs sich 
auch für einen gezielten Wirkstofftransport eignen. Viele bisher kaum von Zellen 
aufgenommene Transportsysteme oder Wirkstoffe könnten durch die Verbindung mit einem 
ZPP so zur Medikation eingesetzt werden. 
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Tabelle 2: Repräsentative Zell-penetrierende Peptide unterteilt in die drei Gruppen kationische, 
amphipathische und hydrophobe Peptide. 
ZPP Sequenz Herkunft 
Kationisch   
Tat154 YGRKKRRQRRR TAT Domäne 
Poly-Arginin 
(R8-R16)157-159, 
178-183 
RRR[R]1-8RRRR synthetisch 
Penetratin184, 185 RQIKIWFQNRRMKWKK Antennapedia Homeodomäne 
DPV3186 RKKRRRESRKKRRRES 
humane Heparin- 
Bindeproteine 
R6H4187 RRRRRRHHHH synthetisch 
KAFAK188 KAFAKLAARLYRKALARQLGVAA synthetisch 
NLS161 CGYGPKKKRKVGG SV40 NLS Peptid 
(RXR)4189 (R-Ahx8-R)4 synthetisch 
Protamine-1190 
PRRRRSSSRPVRRRRRPRVSRRRRRRGGRR
RR 
DNA-Bindeproteine 
Amphipathisch   
RGD155, 191 GRGDSY verschiedene z.B. Fibronektin 
pVEC192 LLIILRRRIRKQAHAHSK 
murines vaskulärea Endothel-
Cadherinprotein 
BPrP(1-28)193 MVKSKIGSWILVLFVAMWSDVGLCKKRP 
N-Terminus des bovinen 
Prionproteins 
SAP194 (VRLPPP)3 
N-terminale Domäne von γ-
Zein 
MPG162, 195, 196 GALFLGWLGAAGSTMGAPKKKRKV Glykoprotein 41 
Bac7197, 198 RRIRPRPPRLPRPRPRPLPFPRPG 
Bactenecin-Familie der 
antimikrobiellen Peptide  
hLF199 KCFQWQRNMRKVRGPPVSCIKR antimikrobielles Peptid 
CADY163 GLWRALWRLLRSLWRLLWRA synthetisch 
ARF(1-22)200 MVRRFLVTLRIRRACGPPRVRV p14ARF Protein  
MAP201 KLALKLALKALKAALKLA synthetisch 
hydrophob   
VPTLK202, 203 VPTLK Bip 
FGF204 PIEVCMYREP zelluläre und virale Proteine 
PFV205 PFVYLI C105Y 
SG3206 RLSGMNEVLSFRWL 
randomisierte Peptid-
Bibliothek 
Pep-7195, 207 SDLWEMMMVSLACQY CHL8 
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1.4.3 Biomaterialien als Wirkstofftransportsysteme 
Generell dürfen in der Biomedizin eingesetzte Materialien keine immunogene, allergene 
oder toxische Wirkung aufweisen. Darüber hinaus sollte eine Kontrolle über die Struktur, 
Morphologie und Funktion der Materialien stets gegeben sein.208 Gerade für mobile Systeme 
sollte das verwendete Material biokompatibel und bioabbaubar sein, da sonst eine 
Akkumulation erfolgt, die meist operativ entfernt werden muss. Bei der Bioabbaubarkeit muss 
darüber hinaus gewährleistet sein, dass die Abbauprodukte ebenfalls keine toxischen, 
allergenen oder immunogenen Reaktionen im Körper hervorrufen. Als Materialien für die 
Produktion von partikulären Wirkstofftransportern wurden bisher oft Metalle oder andere 
anorganische Verbindungen verwendet. Häufig werden Gold, Eisenverbindungen oder 
Siliziumdioxid als Ausgangmaterial für Nanopartikel eingesetzt, da diese durch ihre 
physikalischen, chemischen, optischen, magnetischen und elektrischen Eigenschaften ein 
breites Anwendungsspektrum liefern.209-214 
Heutzutage finden jedoch bevorzugt Polymere ihren Einsatz. Sie können über chemische 
Gruppen sehr leicht modifiziert und so je nach Einsatzart, -ort oder der benötigten 
Eigenschaften spezifisch angepasst werden. Dadurch kann ein gerichteter Transport, eine 
effiziente Wirkstoffverpackung und eine Freisetzung der Wirkstoffe über Wochen bis Monaten 
erreicht werden.119, 215 Als Träger können synthetische Polymere (Polylactide, Polylactid-co-
Glycolid, Polyglycoide, Polyester, etc.)216-219 wie auch natürliche Polymere (Gelatine, Alginat, 
Chitosan, Seidenproteine)220-225 eingesetzt werden. Synthetische Polymere benötigen oft 
organische Lösungsmittel für die Verarbeitung oder weisen harsche Produktionsbedingungen 
auf, was zu verringerter Biokompatibilität und toxischen Rückständen oder Abbauprodukten 
führen kann. Natürliche Polymere lassen sich unter milden oder sogar wässrigen Bedingungen 
herstellen (z.B. Seidenproteine, Polysaccharide). Aufgrund der schnellen Bioabbaubarkeit 
natürlicher Polymere müssen diese jedoch häufig mittels Quervernetzung stabilisiert werden. 
Die meisten Quervernetzungs-Reagenzien, wie z.B. Glutaraldehyd, vernetzen jedoch auch 
Proteine und andere Verbindungen, was wiederum zu toxischen Nebeneffekten oder 
ungewünschten Reaktionen mit dem eigentlichen Stoff führen und unerwünschte Wirkstoff-
Derivate hervorbringen kann.226, 227 Viele natürlichen Polymere sind hydrophil, wodurch eine 
schnelle Wirkstofffreisetzung resultieren kann. Im Rahmen dieser Arbeit wurde ausschließlich 
mit Seidenproteinen gearbeitet. 
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1.5 Seide 
Die Klassen der Insekten (Insecta), Tausendfüßer (Myrapoda), und Spinnentiere 
(Arachnida), welche alle dem Stamm der Gliederfüßer (Arthropoda) zugeordnet werden, 
gehören zu den Erzeugern von Seide. Viele Produzenten weisen spezialisierte Drüsen auf, in 
welchen hochkonzentrierte wässrige Lösungen durch das Verspinnen in einen 
wasserunlöslichen Faden überführt werden.228 Seiden sind aus hochrepetitiven Aminosäuren-
Sequenzen mit einem großen Anteil an Glycin, Alanin und Serin aufgebaut. Die 
bemerkenswerten mechanischen Eigenschaften basieren auf der Kristallinität des Seidenfadens, 
welche durch verschiedene Sekundärstrukturelemente  wie coiled-coils (α-helikale Stränge), 
cross-β,  oder antiparallele β-Faltblätter hervorgerufen werden.229  
Die meisten seidenproduzierenden Tiere stellen Seiden mit einem hohen Anteil an parallelen 
und antiparallelen β-Faltblättern her. Die Ausrichtung der β-Faltblätter erfolgt entlang der 
Faserachse, wodurch eine höhere Zugfestigkeit im Vergleich zu den anderen beiden 
Seidenarten resultiert.228 Dieser Seidentyp wird von Insekten und Spinnentieren gleichermaßen 
hergestellt. Seiden mit einem hohen Anteil coiled-coil bildender Proteine zeigen eine hohe 
Dehnbarkeit und werden von Insekten wie Bienen, Hornissen oder Ameisen produziert.230 Die 
Seiden von Wasserkäfern, Glühwürmchen, Rüsselkäfern oder Florfliegen zeigen zusätzlich zur 
hohen Dehnbarkeit auch eine deutliche Biegesteifigkeit.231 Diese beruht auf der Anordnung der 
β-Faltblätter senkrecht zur Faserachse (cross-β-Struktur).  
1.5.1 Spinnenseide 
Neben der Seide des Seidenspinners Bombyx mori, zählt die Spinnenseide zu den 
bekanntesten Seidenarten. Etwa die Hälfte aller heute bekannter Spinnenarten (ca. 45000 
weltweit)232 fangen ihre Beute mittels vielseitig gestalteter Netze. So werden Trichter-, 
Hauben-, Wurf-, Baldachin- und Radnetze hergestellt.233 Weibliche Radnetzspinnen können 
hierbei bis zu sieben unterschiedliche Seidenarten produzieren, die sich in ihrer 
Zusammensetzung und somit den mechanischen Eigenschaften deutlich unterscheiden. 
Namensgebend für die einzelnen Seidenarten ist die jeweilige Drüse, in welcher sie gebildet 
werden.234 Fünf der sieben Seidentypen werden beim Bau des Radnetzes eingesetzt, die übrigen 
zum Beutefang und zum Schutz der Nachkommen (Abbildung 7).  
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Abbildung 7: Darstellung der unterschiedlichen Seidenarten von weiblichen Radnetzspinnen sowie 
Aufbau der dragline-Seide. Der Rahmen, die Speichen und der Abseilfaden in Netzen der Radnetzspinnen 
bestehen aus Seide der großen Ampullendrüse (1). Die Fangspirale ist aus Flagelliform-Seide (3) aufgebaut, 
welche zum Beutefang mit Aggregat-Seide (4) („Klebstoff“) beschichtet ist. Während des Netzbaues setzt die 
Spinne eine Hilfsspirale aus Seide der kleinen Ampullendrüse (2) ein, welche anschließend teilweise wieder 
abgebaut wird. Zur Befestigung des Netzes an einer Oberfläche sowie der Speichen am Rahmen wird Piriform-
Seide (5) verwendet. Der Kokon (grün) dient den Nachkommen als Schutz und ist im Inneren aus Aciniform- (7) 
und außen aus Tubuliform-Seide (6) aufgebaut. Auch die Beute wird mit Aciniform-Seide eingewickelt. Die große 
Ampullenseide, auch dragline-Seide genannt, besteht aus einer Mantel-Kern-Struktur, wobei der Mantel aus 
Lipiden, Glykoproteinen und Seidenproteinen der kleinen Ampullendrüse (MiSp) aufgebaut ist. Der Kern wird 
von semikristallinen Fibrillen gebildet, die ihrerseits aus mindestens zwei Spidroinen der großen Ampullendrüse 
(MaSp1/MaSp2) bestehen. Strukturell bestehen die Fibrillen aus einer amorphen Matrix in die kristalline Bereiche 
eingebettet sind. 
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Die Seide der großen Ampullendrüse (major ampullate), die sogenannte dragline-Seide, ist 
einer der Hauptbestandteile des Radnetzes. Sie wird für Rahmen und Speichen des Netzes 
eingesetzt und dient der Spinne zusätzlich als Abseil- bzw. Sicherungsfaden.235-237 Die Fasern 
bestehen im Kern aus Proteinen, die in der großen Ampullendrüse gebildet werden, und 
zeichnen sich durch eine hohe Zugfestigkeit aus. 
Die Fangspirale des Radnetzes wird aus Flagelliform-Seide gebildet und weist eine 
Dehnbarkeit von bis zu 270 % auf. Diese Dehnbarkeit ist nötig um die kinetische Energie beim 
Aufprall der Beute abzufangen.238-240 Die Fangspirale wird zusätzlich mit Aggregat-Seide 
(„Klebstoff“) beschichtet, um gefangene Beute an der Flucht zu hindern. Dieser Seidentyp 
besteht aus einem Gemisch kleiner hygroskopischer Peptide und klebriger Glykoproteine.241 
Während des Netzbaus kommt ein weiterer Seidentyp zum Einsatz, um die Konstruktion zu 
stabilisieren. Für diese Hilfsspirale wird die Seide der kleinen Ampullendrüse (minor 
ampullate) verwendet. Sie weist eine ähnliche Zusammensetzung wie die Seide der großen 
Ampullendrüse auf.233, 241-243 Über die Piriform-Seide wird die dragline-Seide, aber auch die 
Seide der kleinen Ampullendrüse und Flagelliform-Seide untereinander verklebt und an 
Oberflächen befestigt.244, 245 Eine gefangene Beute wird in Aciniform-Seide eingewickelt. 
Aciniform-Seide wird auch für die innere Kokonhülle verwendet, welcher als Schutz für den 
Nachwuchs dient. Die äußere Kokonhülle besteht aus Tubiliform-Seide, und dient als Barriere 
gegen Prädatoren und Parasiten.246-248 
Die dragline-Seide zeichnet sich durch eine hohe Dehnbarkeit und gleichzeitig hohe 
Zugfestigkeit aus, was zu einer außerordentlichen, von keinem anderen Material erreichten 
Zähigkeit führt.238, 245 Die Basis dieser mechanischen Eigenschaften ist zum einen die 
molekulare Struktur und zum anderen der hierarchische Aufbau des Fadens (Abbildung 7).229, 
249 Der Faden zeigt eine Mantel-Kern-Struktur, wobei der Mantel aus Lipiden, Glykoproteinen 
und Seide der kleinen Ampullendrüse (MiSp) gebildet wird.250 Der Kern besteht aus entlang 
der Faser-Achse ausgerichteten Bündeln an Nano- und Mikrofibrillen,251 die eine amorphe 
Matrix aufweisen. Diese Matrix ist für die hohe Dehnbarkeit der dragline-Seide verantwortlich, 
da sie aus β-Schleifen, β-Spiralen und 31-Helices sowie ungeordneten β-Faltblättern besteht.252 
In die amorphe Matrix sind streng geordnete kristalline Bereiche eingebettet.253, 254 Die Proteine 
des Kerns werden in der großen Ampullendrüse gebildet und in zwei Klassen der Spidroine 
MaSp1 und MaSp2 (major ampullate spidroin) eingeteilt. Sie bilden kristalline Bereiche, die 
aus antiparallelen β-Faltblättern bestehen, mit einer Größe von ca. 2 x 5 x 7 nm und als 
multifunktioneller Quervernetzer wirken, der für die hohe Zugfestigkeit der dragline-Seide 
verantwortlich ist.229, 253, 255-258  
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Die beiden MaSp-Proteine weisen Ähnlichkeiten in Aufbau und Zusammensetzung sowie 
ein hohes Molekulargewicht von 200-350 kDa auf. Sie besitzen eine repetitive Kernsequenz, 
welche von zwei nicht repetitiven terminalen Domänen (NR) flankiert wird. Die Kernsequenz 
kann bis zu 50 % aus Glycin, Alanin und Serin bestehen und bis zu 90 % des Gesamtproteins 
ausmachen.259-263 Die repetitiven Bereiche können sich innerhalb der Kernregion bis 100fach 
wiederholen und bestehen aus ca. 20-40 Aminosäuren.234, 264 Diese Module setzen sich 
wiederum aus Aminosäure-Blöcken wie Poly-Alanin (An; n = 4-12), (GA)~4-6, GGX (X = Y, L, 
Q) oder GPGXX (X = Q, G, Y) zusammen.265 Je nach Modul werden verschiedene 
Sekundärstrukturen ausgebildet. So bilden die Alanin-reichen Blöcke antiparallele β-
Faltblätter, GPGXX β-Schleifen und β-Spiralen, und GGX vermutlich 31-Helices aus.240, 266  
Die Kernregionen der MaSp-Proteine sind im Wesentlichen für die molekularen 
Eigenschaften der Proteine verantwortlich, welche auf den ausgebildeten Sekundärstrukturen 
beruhen. Die hochkonservierten terminalen Domänen bestehen aus 100-150 Aminosäuren und 
spielen eine wichtige Rolle bei der Speicherung der stark konzentrierten, wässrigen 
Spinnlösung sowie bei der Assemblierung des Fadens.261, 267-269 Beide Termini sind nicht 
repetitive, globuläre Domänen, die aus fünf α-Helices bestehen und in der Lage sind Dimere zu 
bilden.267, 268, 270 Die beiden Spidroine unterscheiden sich lediglich in ihrem Prolin-Gehalt und 
der Hydrophobizität. MaSp2 Proteine wie z.B. die Spidroine der europäischen 
Gartenkreuzspinne (Araneus diadematus  Fibroin (ADF) 3 und 4) weisen einen hohen Prolin-
Gehalt von 16 % auf, wohingegen der Prolin-Gehalt von MaSp1-Proteinen niedriger ist 
(~3 %).234, 271 MaSp1 und ADF3 besitzen viele hydrophile, und MaSp2 und ADF4 mehr 
hydrophobe Aminosäuren.233, 272   
1.5.2 Rekombinante Herstellung von Spinnenseide  
Auf Grund der herausragenden mechanischen Eigenschaften aber auch wegen der 
Biokompatibilität und Bioabbaubarkeit, ist Spinnenseide in den Fokus vieler wissenschaftlicher 
Bereiche gerückt. Unglücklicherweise können Spinnen nicht wie der Seidenspinner Bombyx 
mori auf großen Farmen gehalten werden, da sie ein ausgeprägtes territoriales und 
kannibalistisches Verhalten zeigen.273 Auch ist die Seidenqualität stark abhängig von 
Umwelteinflüssen wie z.B. Angebot oder Variabilität der Beute. Diese Qualitätsschwankungen 
sind bei einer industriellen oder medizinischen Nutzung der Seide ein enormer Nachteil.274, 275 
Die Gewinnung natürlicher Spinnenseide z.B. durch Melken der Spinnen ist darüber hinaus 
sehr zeitaufwendig und nur in geringem Maße durchführbar. Ein vielversprechender 
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Lösungsansatz zur Produktion von Spinnenseide gleichbleibender Qualität ist die 
biotechnologische Herstellung.  
Die biotechnologische Seidenproduktion kann auf zwei unterschiedlichen Routen erfolgen. 
Bei der ersten Route werden natürliche Spinnenseidengene in unterschiedliche 
Wirtsorganismen eingebracht und dort exprimiert.245 Da Spinnen jedoch eine andere Codon-
Verwendung als prokaryotische Wirtsorganismen aufweisen, kommt es häufig zu geringen 
Protein-Ausbeuten. Weiterhin werden hierbei oft polydisperse Proteine produziert, da die hoch 
repetitiven Sequenzen durch homologe Rekombination verändert werden.259, 276, 277 Unter 
Verwendung eukaryotischer Systeme treten hingegen oft Probleme bei der Reinigung der 
Proteine (z.B. Bildung von inclusion bodies) auf, was ebenfalls sehr geringe Ausbeuten zur 
Folge hat.277, 278 Die zweite Route ist die rekombinante Herstellung von Proteinen, die von den 
natürlichen Spinnenseidenproteinen abgeleitet sind. Auf Basis der natürlichen Sequenz der 
Proteine wird zunächst eine Konsensus-Sequenz erstellt. Dabei wird zum einen die Codon-
Verwendung und zum anderen das Molekulargewicht des Proteins auf den verwendeten 
Wirtsorganismus angepasst.279 Die so entstandenen Proteine weisen dann die wichtigen 
Kennzeichen der Vorbilder wie intrinsisch entfaltete lösliche Struktur und 
Selbstassemblierungsverhalten auf.233, 280 
Die Versionen von eADF4 (engineered ADF4), welche dieser Arbeit zugrunde liegen, 
wurden mittels der zweiten beschriebenen Route konstruiert. Die Konsensus-Sequenz, 
abgeleitet von ADF4 der europäischen Gartenkreuzspinne Araneus diadematus, wurde unter 
Berücksichtigung der Codon-Verwendung von Escherichia coli in eine Nukleotid-Sequenz 
übersetzt. Diese Sequenz, in diesem Fall C-Modul genannt, kann beliebig oft mittels einer 
nahtlosen Klonierungsstrategie aneinander gereiht werden, wodurch Proteine mit 
unterschiedlichem Molekulargewicht entstehen.272, 281 Durch Fermentation können die so 
konstruierten Proteine biotechnologisch hergestellt werden. Das hier verwendete artifizielle 
ADF4 Protein beinhaltet 16-Wiederholungen des C-Moduls (eADF4(C16)) und basiert somit 
auf der repetitiven Kernregion des natürlichen Spidroins aus der dragline-Seide von Araneus 
diadematus (Abbildung 8). Für spezifische Anwendungen können ebenfalls über eine nahtlose 
Klonierungsstrategie weitere Peptid-Sequenzen an eADF4(C16) angefügt werden.282, 283 Da 
eADF4(C16) pro Modul einen Glutaminsäure-Rest enthält und somit unter physiologischen 
Bedingungen negativ geladen ist, wurde diese Aminosäure durch einen Lysin-Rest ersetzt, 
wodurch ein positiv geladenes Gegenstück zu eADF4(C16), eADF4(κ16), mit nahezu gleichen 
Eigenschaften entsteht.284 
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Abbildung 8: Schematischer Aufbau des rekombinanten Spinnenseidenproteins eADF4(C16). Abgeleitet 
von der repetitiven Kernregion des Spidroins ADF4 wurde eine Konsensus-Sequenz (C-Modul) entwickelt. Durch 
16-maliges Aneinanderreihen wurde das artifizielle Spinnenseidenprotein eADF4(C16) generiert. NRN: nicht-
repetitive aminoterminale Domäne; NRC: nicht-repetitive carboxyterminale Domäne. 
 
1.5.2.1 Herstellung verschiedener Morphologien aus 
Spinnenseidenproteinen und ihre Verwendungen als Biomaterialien 
eADF4(C16) kann in verschiedene Morphologien wie Fibrillen, Vliese, Filme, Hydrogele, 
Kapseln oder Partikel prozessiert werden (Abbildung 9). Die Steuerung der Assemblierung in 
die verschiedenen Morphologien kann durch die Änderung der Umgebungsbedingungen wie 
Temperatur, pH-Wert, Salz-Gehalt oder Scherkräfte erfolgen. Dabei ändert sich die Struktur 
von ungeordnet (Proteinlösung) zu geordnet (assemblierte Morphologien).285 
Auch die Morphologie des Spinnenseidenfadens kann mittels technischer Spinnverfahren 
wie Elektrospinnen oder Nassspinnen erzeugt werden. Unter Verwendung rekombinant 
hergestellter ADF3 Derivate (eADF3(AQ)NR3 oder N1L-eADF3(AQ)NR3) konnten bisher 
Fäden produziert werden, die eine vergleichbare Zähigkeit zur natürlichen Seidenfaser 
aufwiesen und unter anderem als chirurgisches Nahtmaterial zum Einsatz kommen können.286 
Durch Elektrospinnen kann hingegen die Herstellung von Vliesen erfolgen. Hier wird eine 
konzentrierte Seidenlösung durch eine Spritze extrudiert. Durch die Anlegung einer Spannung 
von 5-20 kV bildet sich an der Spitze der Spritze ein kegelförmiger Tropfen, der taylor conus. 
Aus diesem Tropfen löst sich ein dünner Strahl, der zur Gegenelektrode hin beschleunigt wird. 
Während des Prozesses verdampft das Lösungsmittel und die entstandenen Fasern können als 
Vlies auf einem Trägermaterial gesammelt werden.287-289 Der Einsatz von Vliesen kann im 
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medizinischen Bereich z.B. als Wundabdeckung oder im technischen Bereich z.B. als Filter 
erfolgen. 
 
Abbildung 9: Verschiedene Morphologien von eADF4(C16). a Proteinpulver; b Film; c Hydrogel; 
d Partikel; e Faser; f Vlies; g Kapsel. 
 
Spinnenseidenfilme können ebenfalls über verschiedene Verfahren wie Sprühbeschichtung 
(spray coating), Rotationsbeschichtung (spin coating), Tauchbeschichtung (dip coating) oder 
Rakeln hergestellt werden.290-292 Das am häufigsten angewendete Verfahren ist jedoch das 
Gießen (drop casting), bei welchem die Seidenlösung zunächst auf ein Substrat gegossen wird. 
Ist das Lösungsmittel anschließend verdampft erfolgt eine Nachbehandlung z.B. mit Ethanol 
um den kristallinen Anteil (β-Faltblatt-Anteil) im Seidenfilm zu erhöhen und den Film somit in 
wässriger Lösung unlöslich zu machen.291 Derartige nachbehandelte Filme können unter 
anderem als Implantatbeschichtung oder als Wundabdeckung eingesetzt werden.222, 282, 293-297  
Nach der Herstellung einer Emulsion aus wässriger Proteinlösung und Öl-Phase, assembliert 
eADF4(C16) an der Grenzfläche zwischen beiden Phasen.124, 298 Durch die anschließende 
Induktion von β-Faltblättern mittels Ethanol werden stabile, wasserunlösliche Kapseln erzeugt, 
die als Verpackung von aktiven Substanzen, wie Enzymen oder Wirkstoffen, dienen und das 
Verpackte schützen können.133 
Durch die Änderung der physikochemischen Umgebungsbedingungen vor allem durch den 
Austausch von Ionen (Na+, Cl- durch PO43-), Absenkung des pH-Wertes und Einwirken von 
Scherkräften in der Proteinlösung erfolgt eine Phasenseparation. Dadurch wird ein Seidenfaden 
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mit hoch geordneter Struktur gebildet.299 Dies kann auf eADF4(C16)-Lösungen übertragen 
werden und zusammen mit den amphiphilen Eigenschaften von eADF4(C16) zur Herstellung 
weiterer Morphologien genutzt werden. Durch Zugabe von kosmotropen Salzen zur wässrigen 
Lösung, in welchem das Protein intrinsisch ungefaltet vorliegt, bilden sich Nanofibrillen, sofern 
der Salzgehalt von 300 mM nicht überschritten wird.300 Durch die Salzzugabe werden die 
negativ geladenen Glutamat-Reste abgeschirmt, was zur Reduzierung der Coulombschen 
Abstoßung führt. Dadurch erfolgt eine höhere Interaktion der Proteine untereinander, und 
Oligomere können sich ausbilden. Ist die kritische Größe eines Nukleationskeimes erreicht, 
wachsen durch Anlagerung weiterer Monomere Fibrillen.126, 300-302 Durch die physikalische 
Quervernetzung von Fibrillen können Hydrogele gebildet werden.300, 303, 304 Die Eigenschaften, 
wie z.B. Porengröße, können je nach Anwendungsbereich (Wundauflage, Bereich der 
Wirkstofffreisetzung als Depotsystem) eingestellt werden. Durch die scherverdünnende 
Eigenschaft des eADF4(C16) Hydrogels, kann dieses auch als „Biotinte“ verwendet werden, 
womit dreidimensionale, definierte Strukturen für den Bereich des tissue engineering 
produziert werden können.305  
 
1.5.2.2 Spinnenseidenproteinpartikel 
Eine der am besten untersuchtesten Morphologie des rekombinanten Seidenproteins 
eADF4(C16) stellen Partikel dar. Die Bildung erfolgt durch Zugabe von kosmotropen Salzen 
(z.B. Kaliumphosphat) in hohen Konzentrationen (>400 mM) zur wässrigen Proteinlösung, in 
welcher das Protein intrinsisch ungefaltet vorliegt (Abbildung 10 und 11). Durch die Zugabe 
des Salzes wird dem Protein die Hydrathülle entzogen, wodurch stärkere hydrophobe 
Wechselwirkungen auftreten. Dies führt zu einer Phasenseparation in eine Protein- und eine 
lösungsmittelreiche Phase. In der proteinreichen Phase erhöht sich die Konzentration des 
Proteins bis zum Erreichen einer kritischen Konzentration, ab welcher sich Nukleationskeime 
bilden. Die Keime induzieren eine Strukturänderung der Proteine in ihrer Umgebung, wodurch 
β-Faltblatt reiche und dadurch stabile Partikel entstehen.126 Die Größe der entstehenden Partikel 
kann zum einen durch die Proteinkonzentration und zum anderen durch die 
Mischgeschwindigkeit von Protein- und  Salzlösung während des Bildungsprozesses 
beeinflusst werden.306 Fällt in der proteinreichen Phase die Proteinkonzentration unterhalb des 
Lösungsgleichgewichtes, so lagern sich keine weiteren Monomere an und das 
Partikelwachstum wird gestoppt.126 Somit werden die Partikel umso größer, je höher die 
Proteinkonzentration in der Lösung ist. Eine Erhöhung der Mischgeschwindigkeit resultiert in 
kleineren Partikeln. Im Gegenzug lassen sich durch ein langsameres Mischen von Salz- und 
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Proteinlösung größere Partikel erzeugen. Durch die Variation von Mischgeschwindigkeit und 
Proteinkonzentration können Partikel zwischen 200 nm und 3 µm erzeugt werden.  
 
 
Abbildung 10: Herstellung von Partikeln aus dem rekombinanten Spinnenseidenprotein eADF4(C16). 
Nach der Inkubation des Gemisches aus Fäll-Reagenz (FR) und Proteinlösung (PL) bei Raumtemperatur und 4 °C 
für je eine Stunde können die entstandenen Partikel in Wasser oder Puffer überführt werden. 
 
eADF4(C16)-Partikel zeigen einen dreilagigen Aufbau.307 Der äußerste Bereich, welcher die 
Partikel umgibt, wird bestimmt durch elektrostatische Wechselwirkungen der 
Partikeloberfläche mit der umgebenden Lösung. Zum Partikelinneren hin folgt ein zweiter 
Bereich, der einen bürstenartigen Aufbau zeigt und sterische Interaktionen mit seiner 
Umgebung und anderen Partikeln eingehen kann. Der Kern der Partikel ist elastisch und kann 
mechanisch deformiert werden. Die Oberfläche von Spinnenseidenproteinpartikeln weist eine 
Rauigkeit von 17 nm auf.307 Des Weiteren zeigen eADF4(C16)-Partikel ein reversibles 
Quellverhalten von ca. 30 %, welches mittels Quervernetzung der Proteine im Partikel gesteuert 
werden kann.308 Diese Eigenschaft spielt im Bereich der Medizin oder Pharmazie eine große 
Rolle, da die Lagerung und Analyse der Partikel meist im dehydratisierten, die Verabreichung 
jedoch im hydratisierten Zustand durchgeführt wird. 
 
1.5.2.3 Spinnenseidenproteinpartikel als Wirkstofftransportsystem 
Die einfache Herstellung der Spinnenseidenproteinpartikel macht diese attraktiv für die 
Nutzung im Bereich des gezielten Wirkstofftransports. Nieder-molekulare Substanzen oder 
kleine Proteine wie Lysozym können darin verpackt werden.309-311 Dabei spielt es keine Rolle, 
ob die zu verpackende Substanz wasserlöslich oder wasserunlöslich ist.312 Die Beladung der 
Seidenpartikel kann prinzipiell auf zwei Wegen erfolgen (Abbildung 11).311 Bei der ersten 
Variante, die jedoch ausschließlich bei wasserlöslichen Wirkstoffen angewendet werden kann, 
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werden die Partikel nach ihrer Herstellung über Diffusionsprozesse mit einem Wirkstoff 
beladen. Dabei dringt der Wirkstoff meist nicht bis ins Partikelinnere vor. Bei der zweiten Route 
wird der Wirkstoff mit der eADF4(C16)-Lösung gemischt und die beladenen Partikel mittels 
Co-Präzipitation hergestellt.  
 
 
Abbildung 11: Schematische Darstellung der Partikelherstellung über Diffusionsbeladung und Co-
Präzipitation. Die Beladung der Partikel kann nach der Partikelherstellung über Diffusionsprozesse oder über die 
Co-Präzipitation des Wirkstoffes erfolgen.  
 
   
Die Freisetzung des Wirkstoffes aus dem Partikel erfolgt unabhängig von der Beladungsart 
stets über Diffusionsprozesse. Auch die Geschwindigkeit der Freisetzung ist in beiden Fälle 
dieselbe.311 Unter Verwendung von eADF4(C16) können auf Grund der negativen Ladung des 
Proteins positiv oder neutral geladene Wirkstoffe verpackt werden. Für die Verpackung von 
negativ geladenen Wirkstoffen muss das positiv geladene Spinnenseidenprotein eADF4(κ16) 
verwendet werden. Die Beladung von eADF4(κ16)-Partikeln kann ebenfalls über beide 
Beladungsrouten durchgeführt werden. Neben nieder-molekularen Wirkstoffen kann hier auch 
DNA verpackt werden, was diese Partikel zum Einsatz als Gentransporter befähigt.284 Die 
Freisetzung der DNA erfolgt ebenfalls durch Diffusion, läuft aber im Vergleich zu Partikeln 
aus eADF4(C16) langsamer ab, da durch das Phosphatrückgrat der DNA eine multivalente 
Anbindung der DNA an den positiv geladenen Partikeln erfolgt. 
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2. Zielsetzung 
Partikel hergestellt aus dem rekombinanten Spinnenseidenprotein eADF4(C16) konnten 
bereits erfolgreich mit verschiedenen nieder-molekularen Substanzen und kleinen Proteinen 
beladen und so als Wirkstofftransportsystem etabliert werden. Die bislang stets aus wässrigen 
Lösungen hergestellten Partikel zeigen eine Durchschnittsgröße über 250 nm mit relativ 
inhomogener Größenverteilung.306 Da zu große Partikel eher schlecht von Zellen aufgenommen 
werden, war ein Ziel dieser Arbeit die Durchschnittsgröße zu verringern und eine homogenere 
Größenverteilung durch Modifikation des Herstellungsprozesses zu erreichen.  
Neben des großen Durchmessers bislang produzierbarer Partikel verhindert unter anderem 
ein Fehlen von Zellinteraktionsmotiven und die negative Nettoladung vieler Seidenproteine 
eine effektive Partikelaufnahme in Säugerzellen.283 Die erste Interaktion einer Substanz oder 
eines Wirkstoffpartikels mit einer Zelle erfolgt in der Regel über elektrostatische 
Wechselwirkungen. Da Zellen eine negativ geladene Zellmembran aufweisen, und so positiv 
geladene Partikel bessere Interaktionen mit der Membran eingehen können als negativ 
geladene, werden in der vorliegenden Arbeit neben Partikeln aus eADF4(C16) auch Partikel 
aus eADF4(κ16) und Partikel aus einem Gemisch beider Proteine eingesetzt. 
 Als weitere Möglichkeit zur Erhöhung der Aufnahmeeffizienz von eADF4(C16)-Partikeln 
und gegebenenfalls zur Erzeugung einer spezifischen Aufnahme, werden Zell-penetrierende 
Peptide wie das Tat-Peptid, Poly-Arginin oder das RGD-Peptid genetisch an eADF4(C16) 
angefügt. Bei der Interaktion der Partikel mit Zellen spielen in erster Linie die 
physikochemischen Eigenschaften der Partikel eine Rolle. Deswegen werden hier alle 
produzierten Seidenpartikel bezüglich ihrer physikochemischen Eigenschaften analysiert, um 
Rückschlüsse auf den Einfluss dieser Eigenschaften auf die Aufnahme in Zellen zu erhalten.  
Als Basis für einen zukünftigen Einsatz der Seidenproteinpartikel als Wirkstofftransporter, 
der von Zellen aufgenommen werden und den geladenen Wirkstoff innerhalb der Zelle 
freisetzen soll, wird die Aufnahme der verschiedenen Partikel qualitativ und quantitativ 
untersucht. Hier steht die Klärung der Frage im Vordergrund, ob mit den oben erwähnten 
Modifikationen und Ladungsänderungen eine Steigerung der Aufnahmerate in Bezug auf 
eADF4(C16)-Partikel erreicht werden kann. Da dem Aufnahmeweg jedoch je nach 
Interaktionsart der Partikel mit der Zellmembran unterschiedliche, zur Aufnahme führende 
Faktoren zu Grunde liegen, wird in der vorliegenden Arbeit der zelluläre 
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Aufnahmemechanismus der einzelnen Partikel-Varianten unter Verwendung von Endozytose-
Inhibitoren identifiziert.  
Durch eine Beladung der Seidenproteinpartikel mit einem Wirkstoff, kann sich dieser 
Wirkstoff auch auf der Oberfläche der Partikel anlagern, woraus oft eine Änderung der 
Oberflächeneigenschaften resultiert. Für einen Einsatz der Partikel als Wirkstofftransporter ist 
es wichtig zu ergründen, ob und in welcher Weise eine Beladung eine Änderung der 
Oberflächeneigenschaften zur Folge hat. Aus diesem Grund werden beladene Seidenpartikel 
ebenfalls in Bezug auf ihre physikochemischen Eigenschaften untersucht. Anschließend wird 
geprüft, ob eine durch Beladung der Partikel mit einem Wirkstoff ausgelöste Änderung der 
Oberflächeneigenschaften einen Einfluss auf deren Aufnahmerate in Zellen hat und ob sich der 
zu Grunde liegende Aufnahmemechanismus ändert. 
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3. Synopsis 
Die vorliegende Arbeit umfasst drei Publikationen, die in Kapitel 7 aufgeführt sind. Frühere 
Arbeiten zum Thema Spinnenseidenproteinpartikel als Wirkstofftransportsysteme 
beschäftigten sich mit der Analyse der Beladung von eADF4(C16) mit verschiedenen 
Wirkstoffen und der Freisetzung der aktiven Verbindungen aus den Partikeln in Abhängigkeit 
von pH, Salzkonzentration, Beladungsroute und Quervernetzung der Partikel.309, 311 Für eine 
Anwendung der Partikel als Wirkstofftransportsystem ist es jedoch erforderlich, die Aufnahme 
der Partikel aus eADF4(C16) durch Zellen mit und ohne Beladung zu analysieren sowie den 
Aufnahmemechanismus zu identifizieren. Deswegen wurde hier die Interaktion von 
Spinnenseidenproteinpartikel mit zellulären Systemen in Gegenwart oder Abwesenheit einer 
Wirkstoffbeladung untersucht (Abbildung 12). Dabei steht stets die Analyse der Aufnahmerate 
sowie der zugrunde liegende Aufnahmemechanismus im Vordergrund. Bei der Interaktion von 
Zellen mit Partikeln, die aufgenommen werden sollen, spielen unspezifische wie auch 
spezifische Interaktionen eine wichtige Rolle. So kann ein Partikel über elektrostatische oder 
hydrophobe Wechselwirkung mit der Plasmamembran der Zelle in Kontakt treten. Ist ein 
Partikel hydrophob oder positiv geladen ist die Wahrscheinlichkeit, dass dieser mit der 
vorwiegend negativ geladenen Plasmamembran interagieren kann und letztendlich ins 
Zellinnere aufgenommen wird deutlich größer, als bei hydrophilen und/oder negativ geladenen 
Partikeln. Zusätzlich konnten die Partikel mit funktionellen Gruppen modifiziert werden, die 
spezifisch an Oberflächenrezeptoren binden und so eine Aufnahme induzieren.  
 
Abbildung 12: Interaktion von Zellen mit Spinnenseidenproteinpartikeln. Schematische Darstellung der 
Interaktion sowie der Aufnahme von unbeladenen und beladenen Spinnenseidenproteinpartikeln. Modifiziert nach 
Elsner et al., Biomaterials Science, 2015, 3, 543-551 mit freundlicher Genehmigung des Verlages The Royal 
Society of Chemistry. 
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Da das Protein eADF4(C16) keinerlei Zellinteraktionsmotive aufweist und darüber hinaus 
negativ geladen ist, sollte die Interaktion mit Zellen und somit die Aufnahmeeffizienz von 
entsprechenden Partikeln durch die Veränderung der Ladung sowie durch das Einbringen von 
Zell-penetrierenden Peptiden erhöht werden (Abbildung 13).  Dazu wurden klassische ZPP 
(Tat-peptid, Poly-Arginin-Peptid) sowie die minimale Erkennungs-Sequenz für Integrine 
(RGD-Peptid) verwendet. Nach genetischer Modifikation der eADF4(C16)-Sequenz mit den 
Peptid-kodierenden Sequenzen, konnte eine deutlich gesteigerte Aufnahmeeffizienz der 
resultierenden Partikel durch HeLa-Zellen gezeigt werden (Teilarbeit I). Auch durch die 
Änderung der Ladung von eADF4(C16), durch den Austausch der negativ geladenen 
Aminosäure Glutaminsäure durch Lysin und dem daraus resultierenden Protein eADF4(κ16) 
konnte die Aufnahme enorm gesteigert werden. Da diese modifizierten Partikel ein hohes 
Potential für die Verwendung als Wirkstofftransporter aufweisen, eine Beladung mit 
Wirkstoffen jedoch die physikochemischen Eigenschaften der Partikel verändern kann, wurde 
weiterhin der Einfluss der Beladung auf die Aufnahme analysiert (Teilarbeit II). Hierbei konnte 
eine deutliche Steigerung der Partikelaufnahmerate mit dem positiv geladenen Polyethylenimin 
für eADF4(C16) und eADF4(C16)RGD sowie mit negativ geladener DNA für eADF4(κ16) 
nachgewiesen werden. Die eADF4(κ16)-Partikel mussten jedoch nach der Beladung mit einer 
erneuten Proteinschicht beschichtet werden. Dabei zeigte sich, dass die Änderung der Ladung 
der Partikel oder die Beladung mit positiv und negativ geladenen Wirkstoffen einen Einfluss 
auf die Interaktion der Partikel mit Zellen und somit auf die Aufnahme der Partikel durch die 
Zellen hatte. 
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Abbildung 13: Übersicht der in dieser Arbeit verwendeten Varianten von eADF4(C16). Bis auf 
Tat-eADF4(C16) und Tat-eADF4(C16)-Tat weisen alle Proteine an ihrem Aminoterminus einen T7-tag für einen 
spezifischen Nachweis auf. Alle Peptide wurden mittels nahtloser Klonierungsstrategie an eADF4(C16) 
angebracht. Die Aminosäure Glutaminsäure (1 pro C-Modul) wurde durch die Aminosäure Lysin ersetzt, wodurch 
das κ-Modul entsteht.284 Durch Multimerisierung wurde, ebenfalls mittels nahtloser Klonierungsstrategie, 
eADF4(κ16) erzeugt. Modifiziert nach Elsner et al., Biomaterials Science, 2015, 3, 543-551 mit freundlicher 
Genehmigung des Verlages The Royal Society of Chemistry. 
Die dritte Arbeit stellt einen Übersichtsartikel dar, in dem der aktuelle Stand der Forschung 
zu Oberflächenmodifikationen aus Seidenproteinen in Bezug auf technische (z.B. Biosensoren) 
und medizinische Anwendung (z.B. Implantatbeschichtungen, Wirkstofftransport) näher 
beleuchtet wird.  
In den folgenden Abschnitten werden die wichtigsten Ergebnisse und Schlussfolgerungen 
der in Kapitel 7 angehängten Publikationen kurz dargestellt und diskutiert. Weiterführende 
Ergebnisse und detaillierte experimentelle Informationen sind den Publikationen zu entnehmen. 
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3.1 Zelluläre Aufnahme von Spinnenseidenproteinpartikeln 
Die Aufnahme von Seidenpartikeln durch Säugerzellen ist niedrig, wahrscheinlich bedingt 
durch die relativ großen Partikel-Durchmesser, fehlender Bindungsliganden sowie negativer 
Netto- (eADF4(C16): pI 3,48)283 bzw. Oberflächenladung (eADF4(C16) 
Partikel: -26,7 ± 2,6 mV)283 der Seidenpartikel.145, 313, 314 In dieser Arbeit wurden drei 
verschiedene Strategien entwickelt, um die Interaktion der Spinnenseidenproteinpartikel mit 
Zielzellen und somit die Effizienz der Partikelaufnahme zu verbessern. Zunächst erfolgte eine 
Optimierung des Herstellungsprozesses, um den Durchmesser sowie die Größenverteilung der 
Seidenproteinpartikel zu reduzieren. Anstatt eines wässrigen Lösungsmittels wurde die 
ionische Flüssigkeit 1-Ethyl-3-methyl-imidazolium Acetat (EMiM[Acetat]) verwendet. Wegen 
der einfachen Handhabung erfolgte die Mischung der Protein/EMiM[Acetat]-Lösung mit dem 
Fäll-Reagenz mittels Pipette. Mit dieser Technik konnten Partikel mit deutlich kleinerem 
Durchmesser und einer homogeneren Größenverteilung, wie bisher beschrieben (332 ± 95 nm), 
hergestellt werden (Teilarbeit I, Tabelle 2).306, 309 Es wurde mit anderen Materialien gezeigt, 
dass die Aufnahme von Partikeln mit einem Durchmesser von 100-200 nm am effizientesten 
erfolgt.213, 315-318 Dieses Durchmesser-Fenster konnte für die Spinnenseidenproteinpartikel nicht 
realisiert werden. Die mit der neuen Technik produzierten eADF4(C16)-Partikel weisen jedoch 
einen mittleren Durchmesser von 242 ± 22 nm auf, was dem Optimalbereich sehr nahe kommt.  
Da die physikochemischen Eigenschaften sowie die Anwesenheit von Interaktionsmotiven 
auch eine wichtige Rolle spielen, wurden entsprechende Modifikationen der eADF4(C16)-
Partikel untersucht. Hierzu wurde eADF4(C16) zur Verbesserung der Aufnahme der 
Spinnenseidenproteinpartikel mit verschiedenen ZPP (Tat-, R8G-, RGD-Peptid)  
funktionalisiert (Abbildung 13). Zudem wurde das Tat-Peptid carboxyterminal, aminoterminal 
und an beiden Termini von eADF4(C16) kloniert um den Einfluss der Lokation des Peptids auf 
die Zellaufnahme zu analysieren.  
Als dritte Strategie wurde die Aufnahme in Abhängigkeit der Netto-Ladung der Partikel 
untersucht. Dabei wurde zum einen das positiv geladene Spinnenseidenprotein eADF4(κ16) 
verwendet, und zum anderen Mischpartikel (blend; Verhältnis 50:50) aus eADF4(C16) und 
eADF4(κ16) hergestellt. 
Aus allen oben genannten Proteinen lassen sich sphärische Partikel ohne erkennbaren 
Unterschied herstellen (Teilarbeit I, Abbildung 2A sowie ergänzende Abbildung 1). Die 
Partikel aus modifiziertem eADF4(C16) weisen einen mittleren Durchmesser von 239-282 nm 
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auf (Teilarbeit I, Tabelle 2), eADF4(κ16) sowie blend-Partikel liegen jedoch mit 325 und 
393 nm deutlich darüber.  
Da für die erste Interaktion zwischen Partikeln und Zellen die physikochemischen 
Eigenschaften eine Rolle spielen, wurde das Zeta-Potential, welches Rückschlüsse auf die 
Oberflächenladung zulässt, analysiert (Teilarbeit I, Tabelle 2). Dabei wurde für Partikel aus 
eADF4(C16), eADF4(C16)RGD, Tat-eADF4(C16) sowie eADF4(C16)Tat ein 
Oberflächenpotential zwischen -20 und -30 mV ermittelt. Durch das Einbringen positiv 
geladener Peptid-Motive zeigten eADF4(C16)R8G- sowie Tat-eADF4(C16)Tat-Partikel 
deutlich niedrigere Oberflächenpotentiale von -17,1 bzw. -8,4 mV. eADF4(κ16)-Partikel 
weisen als einziger Partikeltyp ein positives Oberflächenpotential (13,2 mV) auf. Die 
Mischpartikel zeigen eine große Varianz des Zeta-Potentials, da wahrscheinlich jeder Partikel 
aus verschiedenen Anteilen an eADF4(C16) und eADF4(κ16) zusammengesetzt ist. Partikel, 
die ein Zeta-Potential niedriger als -20 mV aufweisen, neigen zu geringer Agglomeration.319 
Dies konnte mittels Analyse der kolloidalen Stabilität bestätigt werden (Teilarbeit I, 
Abbildung 2B). 
Die Partikel-Aufnahme wurde mit HeLa-Zellen analysiert. Dazu wurde zuerst die 
Zellviabilität von HeLa-Zellen in Gegenwart der verschiedenen Spinnenseidenproteinpartikel 
untersucht. Es zeigte sich, dass die Partikel keine zytotoxische Wirkung auf die Zellen haben 
(Teilarbeit I, Tabelle 3). Anschließend wurde die Aufnahme in Abhängigkeit der Zeit betrachtet 
(Abbildung 14A). Hierbei zeigte sich, dass eADF4(κ16)-Partikel am effizientesten (nach 24 h: 
92,2 ± 7.4 %)) und eADF4(C16)-Partikel am wenigsten gut (nach 24 h: 19,0 ± 6.7 %) 
aufgenommen werden. blend- und modifizierte eADF4(C16)-Partikel liegen hinsichtlich ihrer 
Aufnahme durch die Zellen zwischen den eADF4(C16)- und eADF4(κ16)-Partikeln. Dabei 
spielt es weder eine Rolle welche Art von Modifikation vorliegt noch, zumindest beim Tat-
Peptid, wo die Modifikation an eADF4(C16) lokalisiert ist, oder in welcher Häufigkeit die 
Modifikation eingeführt ist. Aus diesem Grund wurde für alle weiteren Analysen nur noch Tat-
eADF4(C16) anstelle aller drei Tat-modifizierten Proteine verwendet. Generell war nach 24 h 
die Anzahl an Zellen mit aufgenommenen Partikeln am größten. Längere Inkubationszeiten 
führten nur bei eADF4(κ16)- und blend-Partikeln zu einer weiteren, leichten Erhöhung der 
Anzahl an Zellen mit aufgenommenen Partikeln (eADF4(κ16): nach 6 h 63,9 ± 15,5 %, 24 h 
92,2 ± 7,4 %, 48 h 95,7 ± 4,7 %, 72 h 97,2 ± 2,9 %; blend: nach 6 h 12,3 ± 4,4 %, 24 h 
44,9 ± 18,7 %, 48 h 57,4 ± 12,4 %, 72 h 60,0 ± 8,7 %). Bei den meisten Partikeln nimmt die 
Anzahl an Zellen, bei denen die Partikelaufnahme nachgewiesen werden kann, bei längerer 
Inkubationszeit ab, was durch intrazellulären Abbau bedingt sein kann. Gleichzeit fällt auf, dass 
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die Anzahl an Partikeln pro Zelle zunimmt, wenn eine effiziente Partikelaufnahme erfolgt 
(Abbildung 14B).  
 
Abbildung 14: Durchflusszytometrische Analyse (A) und Fluoreszenz-mikroskopische Auswertung (B; 
Maximalprojektionen) der Aufnahme von Spinnenseidenproteinpartikeln durch HeLa-Zellen. Die Zellen 
wurden mit einer Partikelkonzentration von 9,6 ng/µl für 6 h, 24 h, 48 h oder 72 h inkubiert und vor der 
durchflusszytometrischen Analyse mit Trypan-Blau behandelt, um die Fluoreszenz der Partikel auf der 
Zelloberfläche zu quenchen. Für die Analyse mittels Fluoreszenzmikroskopie wurden die Zellen mit HCS 
CellMaskTM gefärbt. Größenstandard: 5 µm. Modifiziert nach Elsner et al., Biomaterials Science, 2015, 3, 543-
551 mit freundlicher Genehmigung des Verlages The Royal Society of Chemistry. 
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Auch durch eine Erhöhung der Partikelkonzentration konnte die Aufnahme (Anzahl an 
Zellen mit aufgenommenen Partikeln) gesteigert werden, außer bei eADF4(κ16) 
(Abbildung 15). So konnten Partikel hergestellt aus eADF4(C16)R8G, Tat-eADF4(C16) und 
eADF4(C16)RGD in bis zu 90 % der Zellen nachgewiesen werden. Die Aufnahme von 
eADF4(C16)-Partikeln konnte ebenfalls gesteigert werden, jedoch wurde hier lediglich eine 
Erhöhung auf bis zu 40 % erzielt.  
 
Abbildung 15: Durchflusszytometrische Analyse der Aufnahme von Spinnenseidenproteinpartikeln 
durch HeLa-Zellen in Abhängigkeit der Partikelkonzentration. HeLa-Zellen wurden mit verschiedenen 
Partikelkonzentrationen für 24 h inkubiert und vor der Analyse mit Trypan-Blau behandelt, um die Fluoreszenz 
der Partikel auf der Zelloberfläche zu quenchen. 
 
Anschließend wurde der mögliche Aufnahmeweg unter Verwendung von Endozytose-
Inhibitoren untersucht (Tabelle 3, Teilarbeit I ergänzende Tabelle 1). Dazu wurden Inhibitoren 
gegen die Clathrin-vermittelte Endozytose (Dansylcadaverin [DC]) und Makropinozytose (Di-
methyl-amilorid [DMA]) eingesetzt. Aufgrund der Größe der Partikel wurden keine Inhibitoren 
gegen die Caveolae-vermittelte Endozytose verwendet, da die endozytotische Vesikelgröße nur 
50-80 nm beträgt.86  
Es konnten drei Gruppen in Bezug auf den Aufnahmemechanismus identifiziert werden. Die 
erste Gruppe beinhaltet eADF4(C16)-Partikel, wobei die Anzahl an Partikel-haltigen Zellen in 
Gegenwart beider Inhibitoren in gleichem Maße reduziert wird. Folglich spielen beide 
Endozytosewege eine gleich wichtige Rolle bei der Aufnahme von eADF4(C16)-Partikeln. 
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Die zweite Gruppe besteht aus Tat-eADF4(C16)-, eADF4(C16)RGD- und blend-Partikeln. 
Hier nimmt die Anzahl an Zellen mit Partikeln in Gegenwart des Inhibitors DC (Clathrin-
vermittelte Endozytose) stärker ab, als in Gegenwart des Inhibitors DMA (Makropinozytose). 
Daraus lässt sich schließen, dass hier die Rolle der Clathrin-vermittelten Endozytose die 
wichtigere ist. Interessanterweise ist die Makropinozytose auch in die Aufnahme von 
eADF4(C16)RGD-Partikeln involviert. Das hier verwendete RGD wird hauptsächlich von 
α5β1- und αvβ3-Integrin erkannt. Bei diesen beiden Integrin-Rezeptoren konnte bereits im 
Vorfeld dieser Arbeit nachgewiesen werden, dass diese von mehreren Endozytose-
Mechanismen wie Clathrin-abhängiger als auch Clathrin-unabhängiger Endozytose 
aufgenommen werden.320-326   
eADF4(κ16)- und eADF4(C16)R8G-Partikel zählen zur dritten Gruppe. Hier ist die Anzahl 
an Zellen mit aufgenommenen Partikeln bei Verwendung des Inhibitors gegen die Clathrin-
vermittelte Endozytose stark reduziert (mind. 50 %). Wird dagegen der Inhibitor gegen die 
Makropinozytose eingesetzt, so ist nur ein leichter Rückgang der Anzahl an Zellen mit 
aufgenommenen Partikeln zu verzeichnen. Somit erfolgt bei diesen beiden Partikeln die 
Aufnahme primär über die Clathrin-vermittelte Endozytose. Die Makropinozytose spielt hier 
offenbar nur eine untergeordnete Rolle. 
 
Tabelle 3: Aufnahme von Spinnenseidenproteinpartikeln in Gegenwart von Endozytose-Inhibitoren. 
9,6 ng/µl an Spinnenseidenproteinpartikeln wurden in Gegenwart der Inhibitoren DC und DMA für 24 h inkubiert, 
und die Partikelaufnahme anschließend mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Modifiziert nach Elsner et al., 
Biomaterials Science, 2015, 3, 543-551 mit freundlicher Genehmigung des Verlages The Royal Society of 
Chemistry. 
Spinnenseidenprotein-
partikel 
Zellen mit Partikeln / % 
- + DC + DMA 
eADF4(C16) 19,0 ± 6,7 8,5 ± 3,4 7,7 ± 4,9 
Tat-eADF4(C16) 51,0 ± 13,4 11,1 ± 0,6 26,7 ± 15,7 
eADF4(C16)RGD 46,9 ± 8,0 19,9 ± 10,5 33,7 ± 8,4 
blend 44,9 ± 18,7 16,6 ± 6,7 29,0 ± 17,5 
eADF4(C16)R8G 64,5 ± 9,9 23,4 ± 5,9 63,7 ± 14,9 
eADF4(κ16) 92,2 ± 7,4 47,3 ± 12,5 72,9 ± 7,1 
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3.2 Einfluss der Beladung der Partikel auf die zelluläre Aufnahme 
Die erste Interaktion eines Wirkstofftransportsystems mit der Zelle erfolgt in der Regel über 
elektrostatische und/oder hydrophobe Wechselwirkungen. Die äußere Schicht eines 
Spinnenseidenpartikels besteht aus einer diffusen Lage,307 welche von elektrostatischen 
Wechselwirkungen bestimmt ist und über die die erste Interaktion mit der Plasmamembran 
einer Zielzelle erfolgt. Befinden sich keine Erkennungssequenzen für Rezeptoren an den 
Partikeln, wird die Initiation der Aufnahme eines Partikels in die Zelle über diese 
elektrostatischen Wechselwirkungen bestimmt. Da die Plasmamembran einer Zelle negativ 
geladen ist (z.B. bei HeLa ~ -50 mV)327, wird, wie in der vorangehenden Teilarbeit gezeigt,283 
die Aufnahme von positiv geladenen Partikeln begünstigt. Bei einer Beladung der Partikel kann 
auch die Ladung des Cargos einen Einfluss auf die Oberflächenladung der Gesamtpartikel und 
somit auf die Aufnahmeeffizienz haben. Zur Ermittlung der Rolle der Cargo-Ladung bei der 
Partikelaufnahme wurden eADF4(κ16)-, eADF4(C16)-, eADF4(C16)RGD- sowie 
eADF4(C16)R8G-Partikel mit Modell-Wirkstoffen beladen und anschließend deren Aufnahme 
in HeLa-Zellen analysiert. Für eADF4(κ16)-Partikel konnte bereits gezeigt werden, dass sich 
diese Partikel in vitro mit kurzen Oligonukleotiden beladen lassen und diese auch wieder 
freisetzen können.284 In Teilarbeit II wurden die Partikel mit fluoreszenzmarkierter ssDNA 
(Fl-ODN) beladen, um den Einfluss dieser Beladung auf die Aufnahme durch HeLa-Zellen zu 
untersuchen (Abbildung 16). Zu der negativ geladenen ssDNA mit einer Größe von 7,3 kDa, 
wurde für die Beladung von negativ geladenen eADF4(C16)-, eADF4(C16)RGD- und 
eADF4(C16)R8G-Partikeln ein positiv geladenes Polyethylenimin mit einem vergleichbaren 
Molekulargewicht gewählt. Auch hier wurde die Aufnahme der beladenen Partikel durch HeLa-
Zellen untersucht (Abbildung 16). 
Wie in Teilarbeit I wurden zuerst die Auswirkungen der beladenen Partikeln auf die 
Zellviabilität der HeLa-Zellen analysiert (Teilarbeit II, Abbildung 4). Dabei konnten keine 
zytotoxischen Auswirkungen auf die Zellen festgestellt werden. Anschließend erfolgte die 
Analyse der Aufnahme der beladenen Partikel. Bei einer Beladung von eADF4(C16)-Partikeln 
mit 2 µM PEI-Fl konnten in 54,4 % der Zellen aufgenommene Partikel nachgewiesen werden. 
Im Gegensatz dazu konnten bei einer Beladung von 0,1 und 0,5 µM nur deutlich geringere 
Aufnahmeraten erreicht werden, wobei die Aufnahme bei einer Beladung von 0,5 µM sogar 
niedriger als bei unbeladenen eADF4(C16)-Partikeln war.  
eADF4(C16)RGD-Partikel zeigten unbeladen eine Aufnahmerate, die zwischen der von 
unbeladenen eADF4(C16)- und eADF4(κ16)-Partikel liegt (Abbildung 14 und Tabelle 3, 
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Teilarbeit I, Abbildung 3 sowie Tabelle 4). Durch eine Beladung mit PEI-Fl konnte die 
Aufnahme dieser Partikel bei niedrigeren Beladungskonzentrationen (0,1 bzw. 0,5 µM) 
signifikant auf ca. 70 % und bei einer höheren Beladungskonzentration (2 µM) auf 87,7 % 
erhöht werden. Bei unbeladenen eADF4(C16)RGD-Partikeln wurde die Aufnahme 
hauptsächlich durch das RGD-Motiv bestimmt und basierte somit auf einer spezifischen 
Interaktion der Partikel mit den Zellen. Durch die Beladung der eADF4(C16)RGD-Partikel mit 
PEI-Fl befanden sich mehr positive Ladungen an der Oberfläche der Partikel, was zu einer 
Begünstigung der unspezifischen Wechselwirkungen zwischen Partikeln und Zellen führte. 
Somit ermöglicht die Kombination von spezifischen und unspezifischen Wechselwirkungen 
eine Erhöhung der Aufnahmerate, wobei dies in den Analysen zur Oberflächenladung nicht 
bestätigt werden konnte (Teilarbeit II, Tabelle 1). Die Beladung von eADF4(C16)R8G-
Partikeln resultiert jedoch nicht wie bei eADF4(C16)RGD in einer höheren Aufnahmerate, 
sondern in einer signifikant reduzierten Aufnahmeeffizienz. Daraus lässt sich schließen, dass 
die Aufnahme von unbeladenen eADF4(C16)R8G-Partikeln durch Ladung bestimmt war. Eine 
Erhöhung der Beladungskonzentration zeugt allerdings auch hier eine signifikante Steigerung 
der Aufnahmeeffizienz im Vergleich zu niedrigeren Beladungskonzentrationen.  
 
Abbildung 16: Durchflusszytometrische Analyse der Aufnahme von beladenen 
Spinnenseidenproteinpartikeln durch HeLa-Zellen. Die Zellen wurden mit einer Partikelkonzentration von 
9,6 ng/µl für 24 h inkubiert und vor der durchflusszytometrischen Analyse mit Trypan-Blau behandelt, um die 
Fluoreszenz der Partikel an der Zelloberfläche zu quenchen. Die Beladung erfolgte mit 0, 0,1, 0,5 und 2 µM 
Fl-ODN (eADF4(κ16)) oder dem Modell-Wirkstoff PEI-Fl (eADF4(C16); eADF4(C16)RGD; eADF4(C16)R8G). 
** signifikant; *** höchst signifikant (Vergleich von zwei Mittelwerten, 2-Seiten-t-Test)328. 
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eADF4(κ16)-Partikel werden nach einer Beladung mit Fl-ODN signifikant schlechter 
aufgenommen als unbeladene. Dabei zeigt sich auch eine Abhängigkeit der reduzierten 
Aufnahme der Partikel von der Beladungskonzentration.  Wie bei eADF4(C16)R8G-Partikeln 
ist auch hier die Reduzierung der Aufnahme vermutlich auf den Beladungsmechanismus 
zurückzuführen. Die Beladung der Partikel erfolgt mittels Diffusion, wobei die Partikel in der 
Fl-ODN bzw. PEI-Fl Lösung inkubiert wurden. Die Cargo-Moleküle diffundieren zwar in die 
Partikel ein, lagern sich aber auch an der Oberfläche der Partikel ab, wodurch sich die 
Oberflächenbeschaffenheit der Partikel veränderte (Teilarbeit II, Tabelle 1). Bei 
eADF4(C16)R8G-Partikel führte dies bei niedrigen PEI-Fl-Konzentrationen vermutlich dazu, 
dass das ZPP abgeschirmt wird und somit keine penetrierende Funktion mehr auftritt, die 
PEI-Fl-Konzentrationen an der Oberfläche aber gleichzeitig für eine Induktion der Aufnahme 
zu gering ist.329, 330 eADF4(κ16)-Partikel weisen nach der Beladung auch DNA an ihrer 
Oberfläche auf, sodass hier im Vergleich zu unbeladenen Partikeln eine negativere 
Oberflächenladung (Beladungskonzentration 2 µM) entsteht (Teilarbeit II, Tabelle 1). Durch 
eine Beschichtung des beladenen eADF4(κ16) Partikels mit einer zusätzlichen 
eADF4(κ16)-Schicht konnte die Aufnahme der Partikel durch die Zellen wieder fast bis zur 
ursprünglichen Aufnahmeeffizienz der unbeladenen Partikel erhöht werden. Mittels 
Fluoreszenz-mikroskopischer Analysen konnte, wie bei Teilarbeit I, gezeigt werden, dass bei 
schlechter Aufnahme (Zahl an Zellen mit Partikeln) auch die Anzahl an Partikeln pro Zelle 
niedrig und bei hoher Aufnahme die Anzahl an Partikeln pro Zelle hoch ist (Teilarbeit II, 
Abbildung 3).  
Für die Analyse des zugrunde liegenden Aufnahmemechanismus wurden HeLa-Zellen wie 
in Teilarbeit I (Tabelle 3) mit beladenen Partikeln, und Endozytose-Inhibitoren gegen die 
Clathrin-vermittelte Endozytose (DC) und die Makropinozytose (DMA) kultiviert (Tabelle 4). 
Die Aufnahme von unbeladenen eADF4(C16)-Partikeln ist in Gegenwart von DC und DMA 
gleichermaßen reduziert (siehe Teilarbeit I). Mit PEI-Fl beladene eADF4(C16)-Partikel werden 
jedoch in Gegenwart des Makropinozytose-Inhibitors DMA von deutlich weniger Zellen 
aufgenommen als nach Zugabe des Clathrin-vermittelten Endozytose Inhibitors DC. Hier spielt 
die Makropinozytose eine größere Rolle als die Clathrin-vermittelte Endozytose. 
eADF4(C16)RGD- und eADF4(C16)R8G-Partikel werden bei geringer 
Beladungskonzentration in Gegenwart des Clathrin-vermittelten Endozytose Inhibitors stets 
von weniger Zellen aufgenommen als in Gegenwart des Inhibitors für die Makropinozytose. 
Somit spielt hier die Clathrin-vermittelte Endozytose eine größere Rolle als die 
Makropinozytose, im Vergleich zu unbeladenen Partikeln ist jedoch die Reduzierung der 
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Aufnahmerate in Gegenwart des Clathrin-vermittelte Endozytose Inhibitors geringer. Bei der 
höchsten Beladungskonzentration ist die Aufnahme der eADF4(C16)RGD-Partikel in 
Gegenwart von DC stärker reduziert als in Gegenwart von DMA und somit stellt auch hier die 
Clathrin-vermittelte Endozytose den Hauptaufnahmeweg dar. Dies deutet darauf hin, dass bei 
unbeladenen Partikeln die Aufnahme im Vergleich zu beladenen Partikeln spezifischer, also 
über das RGD-Peptid, abläuft. Die Aufnahme von unbeladenen eADF4(C16)R8G-Partikeln ist 
bei höheren Beladungskonzentrationen in Gegenwart des Makropinozytose-Inhibitors deutlich 
geringer als in Gegenwart des Clathrin-vermittelten Endozytose Inhibitors, somit dominiert hier 
die Makropinozytose. 
Tabelle 4: Aufnahme von beladenen Spinnenseidenproteinpartikeln in Gegenwart von Endozytose-
Inhibitoren. 9,6 ng/µl beladener Spinnenseidenproteinpartikel wurden in Gegenwart von Inhibitoren für die 
Clathrin-vermittelte Endozytose (DC) oder Makropinozytose (DMA) für 24 h inkubiert. Die Aufnahme wurde 
anschließend mittels Durchflusszytometrie bestimmt.  
   Zellen mit Partikeln / % 
Substanz Partikel 
Konzentration 
/ µM 
- DC DMA 
 eADF4(C16) 0 17,1 ± 5,0 9,0 ± 4,0 8,7 ± 5,2 
  0,1 36,1 ± 14,2 7,1 ± 3,6 15,0 ± 0,2 
P
E
I-
F
l 
 0,5 12,6 ± 4,5 12,0 ± 3,7 4,7 ± 2,0 
 2 54,4 ± 12.9 36,3 ± 4,0 26,5 ± 6,8 
eADF4(C16)RGD 0 51,4 ± 11,8 20,4 ± 10,9 34,3 ± 8,6 
 0,1 72,8 ± 4,6 58,8 ± 4,8 69,4 ± 7,5 
 0,5 71,7 ± 3,5 53,1 ± 6,3 57,1 ± 11,2 
 2 87,7 ± 3,9 69,6 ± 2,6 78,6 ± 2,5 
eADF4(C16)R8G 0 69,0 ± 11,7 23,9 ± 6,3 63,9 ± 15,1 
 0,1 5,0 ± 1,9 2,3 ± 1,1 3,3 ± 0,9 
  0,5 10,6 ± 1,8 5,0 ± 3,9 5,3 ± 1,0 
  2 18.9 ± 2.3 15,2 ± 1,3 9,0 ± 2,1 
F
l-
O
D
N
 
eADF4(κ16) 0 94,5 ± 3,2 47,8 ± 13,0 73,9 ± 7,5 
 0,1 19,5 ± 5,0 1,2 ± 0,3 8,5 ± 3,8 
 0,5 14,4 ± 4,1 0,9 ± 0,1 6,7 ± 2,7 
 2 9,1 ± 2,6 0,8 ± 0,2 3,6 ± 1,1 
eADF4(κ16) 
coated 
2 83,4 ± 3,5 45,1 ± 13,7 58,4 ± 1,7 
 
Die meisten verwendeten Wirkstoffe, vor allem  in der Krebs-Therapie, sind positiv geladene 
Verbindungen. Da nieder-molekulare neutrale und leicht positiv geladene Verbindungen aus 
eADF4(C16)-Partikeln sehr schnell heraus diffundieren und eADF4(C16) gleichzeitig eine 
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schlechte Aufnahmerate in Zellen aufweist  (Teilarbeit I),283, 284, 309, 311 wurde nach einer Lösung 
gesucht, positiv geladene Wirkstoffe in eADF4(κ16)-Partikeln zu verpacken. Die leicht positiv 
geladene Verbindung Doxorubicin (Dox), ein bereits in der Krebstherapie etablierter Wirkstoff, 
kann in DNA interkalieren sowie Topoisomerase II inhibieren und wirkt somit zytostatisch.331 
Auf dieser Basis wurde Doxorubicin mit Plasmid-DNA inkubiert und eADF4(κ16)-Partikel mit 
dem Komplex DNA/Dox beladen. Die Partikel wurden anschließend für eine effizientere 
Aufnahme erneut mit eADF4(κ16) beschichtet. HeLa-Zellen, die mit 9,6 ng/µl DNA/Dox-
beladenen eADF4(κ16)-Partikel (Dox-Konzentration ca. 2 µM) inkubiert wurden, zeigten nach 
6 h keine Verringerung ihrer Viabilität (Abbildung 17). Nach 24 und 48 h reagierten die Zellen 
auf das Dox in den Partikeln und zeigten eine leicht verringerte Viabilität (Dox-Konzentration: 
2 µM; 24 h: 85 ± 11 %; 48 h: 50 ± 11 %), jedoch war die Viabilität im Vergleich zu freiem Dox 
(24 h: 16 ± 9 %; 48 h: 2 ± 3 %) höher. Durch eine Erhöhung der Konzentration  DNA/Dox-
beladener Partikel auf 48 ng/µl (Dox-Konzentration ca. 10 µM) zeigten die Zellen schon nach 
24 h eine deutliche Reduzierung ihrer Viabilität (21 ± 6 %), die etwa im gleichen Bereich der 
für freies Dox erzielten Ergebnisse (Dox-Konzentration 10 µM; 17 ± 3 %) lag. Wird die 
Partikelkonzentration noch weiter gesteigert (96 ng/µl; Dox-Konzentration ca. 20 µM), kann 
sogar eine signifikant niedrigere Zellviabilität (8 ± 1 %) im Vergleich zu freiem Dox (Dox-
Konzentration: 20 µM; 22 ± 5 %) detektiert werden. Nach 48 h konnte kein Unterschied in der 
Zellviabilitäts-Reduzierung zwischen freiem Dox und DNA/Dox beladenen eADF4(κ16)-
Partikeln gemessen werden (Zellviabilität in beiden Fällen nahezu Null).  
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Abbildung 17: Zellviabilität von HeLa-Zellen in Gegenwart DNA, Dox oder DNA/Dox beladener 
eADF4(κ16)-Partikeln sowie freiem Dox. HeLa-Zellen wurden mit 9,6, 48 oder 96 ng/µl der DNA, Dox oder 
DNA/Dox beladenen eADF4(κ16)-Partikeln (Dox-Konzentrationen ca. 2, 10 und 20 µM) für 6, 24 und 48 h bei 
37 °C kultiviert. Als Kontrolle wurden zusätzlich die Zellviabilität der HeLa-Zellen alleine sowie in Gegenwart 
von freiem Dox (Dox-Konzentrationen: 2, 10 und 20 µM) untersucht. Die Zellviabilität wurde mit dem CellTiter 
Blue Assay bestimmt und in Bezug auf die Viabilität von HeLa-Zellen, die nicht mit Partikeln inkubiert wurden, 
gesetzt  (100 %). ** signifikant (Vergleich von zwei Mittelwerten, 2-Seiten-t-Test).328 
Die Freisetzung von Dox innerhalb der Zellen erfolgt vermutlich durch den Abbau der DNA 
und der Partikel (Teilarbeit II, Abbildung 5), da sich die Freisetzung nach DNaseI- und Trypsin-
Zugabe in vitro um ca. 10 % erhöht. Dieser Effekt konnte ohne Enzymzugabe nicht detektiert 
werden. eADF4(κ16)-Partikel beladen mit DNA oder Dox alleine resultieren nicht in einer 
reduzierten Zellviabilität, da Dox aufgrund der elektrostatischen Abstoßung während des 
Beschichtungsprozesses aus den Partikeln wieder herausgewaschen wird. 
Zusätzlich wurden DNA/Dox beladene Partikel auch mit der Neuroblastoma-Zelllinie Kelly 
und BALB/3T3 Fibroblasten getestet (Teilarbeit II, Abbildung 4). Hier zeigte sich, dass die 
Kelly Zelllinie nach 6 h ebenso wie die HeLa-Zellen keine Reaktion auf mit 9,6 oder 48 ng/µl 
DNA/Dox beladene eADF4(κ16)-Partikel zeigten. Bei einer Partikelkonzentration von 
9,6 ng/µl konnte nach 24 h kein und nach 48 h ein geringer Effekt der DNA/Dox beladenen 
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Partikel auf die Zellviabilität (45 ± 15 %) detektiert werden. Bei der höchsten Konzentration 
(96 ng/µl) war die Zellviabilität nach 24 h in der Gegenwart der DNA/Dox beladenen 
eADF4(κ16)-Partikel erniedrigt (24 ± 7 %), jedoch höher als in Gegenwart von freiem Dox 
(3 ± 7 %). Nach 48 h war der Effekt auf die Viabilität  bei DNA/Dox beladenen eADF4(κ16)-
Partikeln so stark wie die Auswirkungen von freiem Dox (Zellviabilität in beiden Fällen nahezu 
Null). Auch bei BALB/3T3 Fibroblasten konnte nach 6 h kein Effekt von allen beladenen 
Partikeltypen auf die Viabilität der Zellen detektiert werden. Nach 24 h zeigte sich zwar ein 
leichter Rückgang der Zellviabilität für DNA bzw. Dox beladene Partikel, die Viabilität war 
aber nach 48 h wieder auf dem gleichen Level wie bei unbehandelten Zellen. Bei der Inkubation 
von BALB/3T3 Fibroblasten in Gegenwart DNA/Dox beladener eADF4(κ16)-Partikel in einer 
Konzentration von 9,6 ng/µl konnte nach 24 h ein leichter Rückgang der Viabilität (63 ± 9 %) 
verzeichnet werden. Dieser Effekt nimmt mit zunehmender Partikelkonzentration zu (48 ng/µl: 
26 ± 4 %; 96 ng/µl: 23 ± 6 %), ist jedoch stets geringer als der Effekt des freien Dox (9,6 ng/µl: 
27 ± 12 %; 48 ng/µl: 19 ± 5 %; 96 ng/µl: 18 ± 5 %). Bei höheren Konzentrationen und nach 
einer Inkubationszeit von 48 h konnten weder für freies Dox noch für DNA/Dox beladene 
eADF4(κ16)-Partikel lebende Zellen detektiert werden.  
Abschließend lässt sich festhalten, dass HeLa-Zellen offenbar eine höhere Sensitivität gegen 
DNA/Dox beladene eADF4(κ16)-Partikel aufweisen als die anderen verwendeten Zelllinien. 
Auch reagieren sie nicht auf unbeladene und mit den Einzelkomponenten beladene Partikel, die 
als Kontrolle eingesetzt wurden. 
Die Aufnahme von eADF4(C16)-Partikeln durch Säugerzellen erwies sich als wenig 
effizient. Durch das Einbringen von ZPP oder Ladungsänderung konnte die Aufnahme 
gesteigert werden. Wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt lässt sich die Aufnahme auch durch 
die Beladung von Partikeln mit spezifischen Wirkstoffen zum Teil erhöhen, bei einigen 
Partikel-Wirkstoff-Kombinationen ist aber auch eine Reduzierung der Aufnahmeeffizienz zu 
erkennen. Durch die Beladung von eADF4(C16)RGD-Partikeln mit PEI-Fl konnte die Anzahl 
an Zellen mit aufgenommenen Partikeln fast verdoppelt werden (synergetischer Effekt). Im 
Gegenteil dazu führt die Beladung von eADF4(C16)R8G- und eADF4(κ16)-Partikeln zu einer 
deutlich niedrigeren Aufnahme der Partikel durch die eingesetzte Zelllinie. Mittels einer 
nachträglichen Beschichtung der beladenen Partikel kann dieser negative Effekt jedoch wieder 
rückgängig gemacht werden. 
Die Beladung erhöht den Anteil unspezifischer Interaktionen zwischen Zellen und Partikeln, 
was einen Einfluss auf den Mechanismus der zellulären Partikelaufnahme hat. So erhöht sich 
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in einigen Fällen die Rolle der Makropinozytose, der Hauptaufnahmeweg der Partikel bleibt 
jedoch die Clathrin-vermittelte Endozytose.  
Gerade im Bereich der Chemotherapie ist die Ausbildung von multiplen Wirkstoff-
Resistenzen ein großes Problem. Die hier verwendeten DNA/Dox beladenen eADF4(κ16)-
Partikel werden einfach von Zellen aufgenommen, schützen gleichzeitig die DNA vor Abbau 
außerhalb der Zelle und ermöglichen die Freisetzung von Dox erst innerhalb der Zelle. Da 
Spinnenseide sowie die rekombinant hergestellten Spinnenseidenproteine keine immunogene 
oder allergene Wirkung zeigen, stellen diese Proteine zusammen mit den hier präsentierten 
Ergebnissen ein vielversprechendes Material für einen zukünftigen Einsatz als 
Wirkstofftransportsystem dar.297, 332 
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I. Elsner, M. B., Herold, H. M., Müller-Herrmann, S., Bargel, H. and Scheibel, T., 
Enhanced cellular uptake of engineered spider silk particles, Biomaterials Science, 
2015, 3, 543-551 
Das Protein eADF4(C16)R8G wurde von Susanne Müller-Herrmann kloniert. Die 
Proteine Tat-eADF4(C16), eADF4(C16)Tat und Tat-eADF4(C16)Tat wurden von Heike 
M. Herold kloniert, hergestellt und gereinigt. Alle anderen Proteine wurden von Andreas 
Schmidt bzw. Johannes Diehl fermentiert und von mir gereinigt. Die Partikel aus Tat-
eADF4(C16), eADF4(C16)Tat und Tat-eADF4(C16)Tat wurden von Heike M. Herold, alle 
anderen von mir selbst hergestellt. DLS, Zeta-Potential Messung, und kolloidale 
Stabilitätsanalyse wurde von mir bzw. in Bezug auf Tat-eADF4(C16), eADF4(C16)Tat und 
Tat-eADF4(C16)Tat von Heike M. Herold und mir in Zusammenarbeit durchgeführt. Die 
Analyse der Partikel mittels REM sowie die Probenvorbereitung wurde von mir, die 
Messung der Kritisch-Punkt-getrockneten Proben von Hendrik Bargel ausgeführt. Die 
Zellkulturexperimente inklusive Zytotoxizitäts-Messung, Analyse der Proliferation, 
Aufnahmeanalyse mittels Durchflusszytometrie und Fluoreszenzmikroskopie sowie die 
Identifikation des Aufnahmemechanismus wurde von mir selbst durchgeführt. Das 
Manuskript wurde von mir verfasst. Thomas Scheibel betreute das Projekt und war an 
wissenschaftlichen Diskussionen sowie an der Fertigstellung des Manuskripts beteiligt.  
II. Schierling, M. B. *, Doblhofer, E.* and Scheibel, T., Cellular uptake of drug loaded 
spider silk particles, Manuskript eingereicht 
eADF4(C16)RGD, eADF4(C16)R8G und eADF4(κ16) wurden von Andreas Schmidt bzw. 
Johannes Diehl fermentiert und Elena Doblhofer (eADF4(κ16)) bzw. mir selbst gereinigt. Die 
Kopplung von Fluoreszein an ssDNA bzw. PEI wurde von Elena Doblhofer übernommen. Die 
Herstellung der Partikel sowie die Beladung wurden von Elena Doblhofer für DLS, Zeta-
Potential Messungen sowie für die Analyse der kolloidalen Stabilität durchgeführt. Die 
Herstellung sowie die Beladung der  Partikel, welche für alle Zellkulturexperimente verwendet 
wurden, wurden von mir selbst übernommen. Die Partikelbeschichtung erfolgte durch Elena 
Doblhofer. DLS, Zeta-Potential-Messungen und Analyse der kolloidalen Stabilität wurden 
ebenfalls von Elena Doblhofer durchgeführt. Die Herstellung des Doxorubicin-DNA 
Komplexes, die Beladung der Partikel sowie die Analyse der Freisetzung von Dox aus 
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DNA/Dox beladenen eADF4(κ16)-Partikel wurde von mir durchgeführt. Des Weiteren habe 
ich die Kultivierung der verschiedenen Zelllinien, Zytotoxizitäts-Analysen, Analyse der 
Aufnahme mittels Durchflusszytometrie und Fluoreszenzmikroskopie sowie die Analyse des 
Aufnahmemechanismus selbst übernommen. Das Manuskript wurde von mir und Elena 
Doblhofer in Zusammenarbeit verfasst. Thomas Scheibel betreute das Projekt und war an 
wissenschaftlichen Diskussionen sowie an der Fertigstellung des Manuskripts beteiligt. 
III. Borkner, C. B., Elsner, M. B., and Scheibel, T., Coatings and films made of silk 
proteins, ACS Applied Materials & Interfaces, 2014, 6, 15611-15625. 
Die Konzeption des Artikels wurde von Christian B. Borkner, Thomas Scheibel und mir 
erarbeitet. Das Manuskript wurde von Christian B. Borkner und mir in Zusammenarbeit 
verfasst. Thomas Scheibel war in wissenschaftliche Diskussionen und der Fertigstellung des 
Manuskripts beteiligt. 
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Enhanced cellular uptake of engineered spider
silk particles†
Martina B. Elsner,a Heike M. Herold,a Susanne Müller-Herrmann,a Hendrik Bargela
and Thomas Scheibel*a,b,c,d,e
Drug delivery systems allow tissue/cell speciﬁc targeting of drugs in order to reduce total drug amounts
administered to an organism and potential side eﬀects upon systemic drug delivery. Most drug delivery
systems are polymer-based, but the number of possible materials is limited since many commercially
available polymers induce allergic or inﬂammatory responses or lack either biodegradability or the
necessary stability in vivo. Spider silk proteins represent a new class of (bio)polymers that can be used as
drug depots or drug delivery systems. The recombinant spider silk protein eADF4(C16), which can be pro-
cessed into diﬀerent morphologies such as particles, ﬁlms, or hydrogels, has been shown to fulﬁl most
criteria necessary for its use as biomaterial. Further, eADF4(C16) particles have been shown to be well-
suited for drug delivery. Here, a new method was established for particle production to reduce particle
size and size distribution. Importantly, cellular uptake of these particles was shown to be poor in HeLa
cells. Therefore, variants of eADF4(C16) with inversed net charge or incorporated cell penetrating peptides
and receptor interacting motifs were tested, showing much better cellular uptake. Interestingly, uptake of
all silk variant particles was mainly achieved by clathrin-mediated endocytosis.
Introduction
In principle drug delivery systems allow the achievement of
constant drug levels at targeted locations within the body. Two
generally diﬀerent systems have been developed: depot
systems located specifically within the tissue of choice or
mobile systems that convey drugs embedded in a carrier to tar-
geted tissues/cells. Hydrogels or films can be used as depots,1
whereas mostly particulate systems are used as drug delivery
devices. Amongst the materials employed as carrier systems
are inorganic (nano)particles, lipid vehicles, and most com-
monly synthetic polymers like poly(lactide), poly(lactic-co-
glycolic acid), or poly(glycolic acid) and natural polymers such
as gelatin, alginate, chitosan or silk proteins.2–7 Polymeric
systems are the preferred material because many polymers
show good biocompatibility, can be chemically modified
according to the desired application, and are suitable for
entrapment of therapeutic agents, allowing controlled release
of the encapsulated drug over days or even months.8,9
However, synthetic polymers often need organic solvents and
harsh formulation conditions for processing. Natural poly-
mers, in contrast, are produced under mild environmental
conditions (i.e. aqueous buﬀer systems) and show much
higher biocompatibility.10
Amongst natural polymers, silk proteins constitute a prom-
ising new material due to their biocompatibility and bio-
degradability. Recently, materials made of recombinantly
produced spider silk proteins or silkworm fibroin have been
shown to be well tolerated by cells.11–16 In this respect, par-
ticles made of eADF4(C16) have been previously used as drug
delivery vehicles. eADF4(C16) is based on the repetitive core
domain of the spidroin ADF4 of the European garden spider
Araneus diadematus and can be processed into diﬀerent mor-
phologies including films,17,18 hydrogels,19 non-woven mats,20
capsules,21,22 and particles.23,24 Particles are produced with
adjustable particle size by salting out, upon varying either
protein concentration or mixing intensity with the salting-out
reagent.24 Diameters of particles were in the range of 250 nm
to 3 µm. Generally, cellular uptake of silk particles is rare13,25,26
probably due to the size of the particles, lack of binding ligands
or the negative net/surface charge of some silk proteins.
Here, we used three approaches to improve cellular
uptake of eADF4(C16) particles. Firstly, we established a new†Electronic supplementary information (ESI) available. See DOI: 10.1039/c4bm00401a
aLehrstuhl Biomaterialien, Universitätsstraße 30, Universität Bayreuth,
Bayreuth D-95447, Germany. E-mail: Thomas.scheibel@bm.uni-bayreuth.de
bBayreuther Zentrum für Kolloide und Grenzflächen (BZKG), Universitätsstraße 30,
Universität Bayreuth, Bayreuth D-95447, Germany
cBayreuther Zentrum für Bio-Makromoleküle (bio-mac), Universitätsstraße 30,
Universität Bayreuth, Bayreuth D-95447, Germany
dBayreuther Zentrum für Molekulare Biowissenschaften (BZMB), Universitätsstraße 30,
Universität Bayreuth, Bayreuth D-95447, Germany
eBayreuther Materialzentrum (BayMAT), Universitätsstraße 30, Universität Bayreuth,
Bayreuth D-95447, Germany
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technique to process spider silk proteins into particles with
small diameters by using ionic liquids as a starting solvent.
Secondly, silk proteins were functionalized with cell penetrat-
ing peptides (CPP) to enhance the cellular uptake of particles.
CPPs are short (up to 30 amino acids), mostly cationic pep-
tides, able to cross cellular membranes and, thereby, transport
cargo (particles, DNA, RNA, proteins, liposomes) into
cells.27–33 The transport across membranes occurs via energy-
dependent and/or independent mechanisms, with the exact
mechanism of how the particles cross membranes being
largely unresolved. The first discovered CPP was part of the
trans-activator of transcription (Tat) protein of the HI-Virus in
198934,35 (amino acid sequence GRKKRRQRRRPPQ). Nowa-
days, beyond protein-derived CPPs, designed peptides such as
poly-arginines (Rn) are also in use.
36–47 Furthermore, both Tat-
and R8-peptides possess nuclear targeting properties which
can be advantageous in some cases of drug delivery.42,48 In
this study Tat- and R8G-peptides as well as RGD
49 were
employed as CPPs to functionalize eADF4(C16). Thirdly, since
the net- and surface charge of particles also plays a role in cel-
lular uptake, all glutamic acid residues of polyanionic eADF4-
(C16) were mutated to lysine ones, yielding the polycationic
eADF4(κ16).50
Endocytosis plays an important role in various unspecific
and specific functions (e.g. nutrient uptake, signal transduc-
tion, regulation mechanism of cell migration, shape and
volume, transcellular transport) of a cell. For the identification
of internalization of substances, particles, etc. pharmacological
inhibitors are commonly used. The choice of an inhibitor for
uptake studies is not easy because many are not very specific
or cause side eﬀects. Ivanov51 compared the commonly used
inhibitors for diﬀerent endocytotic pathways. Based on this
comparison dansylcadaverine and di-methyl-amiloride are the
favourable inhibitors of clathrin-mediated endocytosis and
macropinocytosis due to specificity and low side eﬀects. These
inhibitors were here used to determine the cellular uptake
route of the individual spider silk particles.
Experimental
Genetic modification of eADF4(C16)
eADF4(C16) is based on 16 repeats of the consensus sequence
of spidroin ADF4 of the European garden spider (Araneus dia-
dematus) (C-module: GSSAAAAAAAASGPGGY GPENQGPSGPG-
GYGPGGPG), and a T7-tag fused to the aminoterminus for
detection purposes.52 Fusions were made using tags as
described in Wohlrab et al.49 For each tag, DNA cassettes were
created by annealing two synthetic oligonucleotides (R8-peptide
tag: GATCCATGGGCCGTCGCCGTCGTCGCCGTCGCC-
GTGGCTAATGAA and AGCTTTCATTAGCCACGGCGACGGCGAC-
GACGGCGACGGCCCATG; Tat aminoterminal tag:
CATGGGCCGCAAAAAACGCCG CAGCGCCGTCGCGGCTAAT-
GAAA and AGCTTTCATTAGCCGCGACGGCGCT GACGG-
CGTTTTTTGCGGCC; Tat carboxyterminal tag:
CATGGGCCGCAAAAAACGCCGTCAGCGCCGTCGCCCGGGCTAA-
TGAAA and AGCTTTCAT TAGCCCGGGCGACGGCGCT-
GACGGCGTTTTTTGCGGCC). The resulting amino acid
sequences and the modified proteins are shown in Fig. 1. DNA
sequences of the tags were inserted into the cloning vector
pCS-eADF4(C16) by seamless cloning as described by Huem-
merich et al.52 Successful cloning was confirmed by
sequencing.
Production of recombinant spider silk proteins
Recombinant ADF4 derivates were produced in E. coli as
described previously.52 Proteins were purified after lysis using
ultrasonication, centrifugation of the cell debris, heat de-
naturation of E. coli proteins (80 °C, 20 min) and their removal
by a second centrifugation step. The soluble spider silk pro-
teins remaining in the supernatant were precipitated using
20% ammonium sulfate at 25 °C and lyophilized. Isoelectric
point (pI) and molecular weight (MW) of the recombinant pro-
teins were calculated using ExPASy ProtParam (Table 1).
eADF4(C16), eADF4(C16)RGD, eADF4(C16)R8G, eADF4(C16)Tat
and eADF4(κ16) contain an aminoterminal T7-tag, whereas
Tat-eADF4(C16) and Tat-eADF4(C16)Tat do not have this T7-tag
due to the cloning and expression system. Due to the T7-tag
eADF4(C16) has a higher molecular weight than Tat-eADF4-
(C16), and eADF4(C16)Tat has a higher molecular weight than
Tat-eADF4(C16) and Tat-eADF4(C16)Tat.
Spider silk particle formation
Lyophilized proteins were dissolved in 1-ethyl-3-methyl-imid-
azolium acetate (EMiM[acetate]) and stirred for 1 h at 95 °C.
Particle formation was initiated by mixing 0.1 mg ml−1 of
Fig. 1 Schematic design of eADF4 variants used in this study. All con-
structs were created by genetic engineering.49,50
Table 1 Theoretical pI and MW of recombinant spider silk proteins cal-
culated using ProtParam53,54
pI
Molecular
weight/Da
eADF4(κ16) 9.70 47 683
Tat-eADF4(C16)Tat 6.36 49 172
eADF4(C16)R8G 4.57 49 005
eADF4(C16)Tat 4.57 49 174
Tat-eADF4(C16) 4.46 47 696
eADF4(C16)RGD 3.64 48 583
eADF4(C16) 3.48 47 698
Paper Biomaterials Science
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protein in EMiM[acetate] with 5 fold v/v excess of 2 M potass-
ium phosphate, pH 8.23,55 After incubation for 1 h at 25 °C,
the particles were centrifuged (15 min, 17 000g, 4 °C) and
washed three times with ultrapure water.
Dynamic light scattering (DLS) and zeta potential
measurements
Spider silk and control particles (sicastar®-redF, surface modi-
fied with COOH or NH2 groups, micromod, Rostock, Germany)
were analyzed for their particle size (Z-average and width) and
distribution indices using dynamic light scattering (ZetaSizer
NanoZS, Malvern Instruments, Worcestershire, UK). The
samples were measured (n = 6; eADF4(c16)Tat n = 4) in
MQ-H2O at a protein concentration of 0.5 mg ml
−1 at 25 °C.
The electrophoretic mobilities of all spider silk particles were
measured in 10 mM KCl, pH 5.5 at 25 °C (ZetaSizer NanoZS).
The zeta potential was calculated according to the theory
of Smoluchowski56 based on the measured electrophoretic
mobilities.
Scanning electron microscopy
20 µl of particle suspension were pipetted on Thermanox™
plastic cover slips and air-dried. Samples were sputtered with a
2 nm layer of platinum (Sputter coater 208 HR, Cressington,
Watford, UK) and analyzed using a Leo 1530 VP Gemini SEM
(Zeiss, Germany) at 2–3 kV.
Cell samples were fixed with 2.5% v/v glutaraldehyde,
80 mM HEPES, 3 mM CaCl2, pH 7.3, and washed twice with
fixation buﬀer without glutaraldehyde for 15 min. After
washing two times with ultrapure water, the samples were de-
hydrated by incubation for 20 min in 25%, 50%, 70%, 95%,
each, and three times in 100% acetone. Afterwards, all
samples were critically point dried (transitional medium CO2,
Balzers CPD 020), sputtered with a 2 nm layer of platinum and
analyzed using a Leo 1540 CrossBeam VP Gemini SEM.
Colloidal stability analysis
Colloidal stability of spider silk and control particles was ana-
lyzed in 10 mM KCl, pH 5.5 using a LUMiFuge®114 (L.U.M.
GmbH, Berlin, Germany) with a rotation frequency of 300, 600
and 900 rpm and diﬀerent time intervals of 200, 300, and
1000 s. Particle suspensions were placed in tubes in horizontal
positions on the disc of the LUMiFuge®114. Transparency of
the suspensions was measured in the area between menisci
and sediment in duplicates, three times for each protein using
fresh preparations each time. Transmission was measured
every 10 s over 1800 s, and the integral of transmission
between meniscus and bottom of the vial was plotted against
time.
Cell culture
HeLa cells (ACC-57, German collection of microorganism and
cell cultures DSMZ, Leibnitz Institute, Braunschweig,
Germany) were cultured in Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM) (Biochrom, Berlin, Germany) containing 10% v/v fetal
bovine serum (Biochrom, Berlin, Germany), 1% v/v GlutaMAX
(Gibco, Grand Island, USA) and 0.1% gentamicin sulfate
(Sigma-Aldrich, Seelze, Germany). The viability of the cells was
confirmed by trypan blue staining (Sigma-Aldrich, Seelze,
Germany) before seeding the cells for experiments. Cells were
cultured in a CO2-incubator (Haereus, Hanau, Germany) at
95% humidity, 5% CO2 and 37 °C.
Analysis of cell proliferation (cytotoxicity), proliferation rate
and doubling time
For cell proliferation analysis, cells were seeded on treated 96-
well cell culture plates (Nunc, Langenselbold, Germany) with a
density of 5000 cells cm−2 for 9 days. Cells were pre-incubated
with spider silk or control particles (9.6 ng µl−1) for 24 h at
37 °C. Medium was changed daily followed by analysis of cell
vitality using the CellTiter Blue assay. Cells were washed two
times with phosphate buﬀered saline (PBS). Fresh media con-
taining 10% v/v CellTiter Blue reagent® (Promega, Madison,
USA) was added, and cells incubated for 2.5 h at 37 °C. Trans-
formation of the blue fluorescent dye resazurin into red fluo-
rescent resorufin (λex = 530 nm; λem = 590 nm) was measured
using a plate reader (Mithras LB 940, Berthold, Bad Wildbad,
Germany) with 530 nm excitation and 600 nm emission filters
and a counting time of 0.5 s. For each particle type, cell
culture experiments were repeated 3 times with 3 replicates.
Proliferation rate (µ) and doubling time (Td) were calculated
using a first order Monod-type kinetic model with the assump-
tion that the mortality rate can be neglected (eqn (1)).
XðtÞ ¼ X0e
μt ð1Þ
X(t ) and X0 are the concentrations of viable cells at time points
t and 0. For more details concerning the calculation of proli-
feration rate µ see Leal-Egana et al.20 The doubling time can
be calculated using eqn (2).
Td ¼
ln 2
μ
ð2Þ
Uptake studies and identification of the uptake mechanism
using flow cytometry
HeLa cells were cultured on treated 6-well cell culture plates
(Nunc, Langenselbold, Germany) with a density of 30 000 cells
cm−2 in the presence of spider silk or control fluorescent par-
ticles for 6, 24, 48 and 72 h. Cells were washed with PBS twice,
treated with trypan blue, washed again with PBS and pelleted
using 0.05% Trypsin/EDTA and centrifugation (300g, 5 min,
25 °C). Cells were resuspended in fresh media, and uptake was
measured using flow cytometry (Cytomics FC500, Beckman-
Coulter, Krefeld, Germany). Cells only appeared fluorescent
upon internalization of rhodamine-labeled particles (labeling
via N-Hydroxysuccinimid ester chemistry19,57). Endocytotic
inhibitors were used for identification of the underlying
uptake mechanism. Cells were seeded at a density of 50 000
cells cm−2 with spider silk or control silica particles for 6 and
24 h. 100 µM dansylcadaverin (DC) for inhibition of clathrin-
mediated endocytosis and 100 µM di-methyl-amiloride (DMA)
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for inhibition of macropinocytosis were added to cells 30 min
prior to particle addition.
Cell staining for fluorescence microscopy
HeLa cells were cultured on µ-slides (8-well, ibidi GmbH, Mar-
tinsried, Germany) at a cell density of 20 000 cells cm−2 and
incubated for 6, 24, 48 and 72 h with rhodamine-labeled par-
ticles at 37 °C. The cells were fixed with 4% w/v paraform-
aldehyde for 15 min at 25 °C, washed with PBS and
permeabilized with 0.1% v/v Triton X-100 for 3 min. After two
additional PBS washing steps, cells were incubated with HCS
CellMask™ Blue stain (Invitrogen, Darmstadt, Germany) for
30 min and washed again with PBS. All samples were kept in
PBS. Fluorescence microscopy was performed using a LifeCell
microscope (DMI6000, Leica, Wetzlar, Germany).
Results and discussion
Spider silk protein modification
Recombinant spider silk protein eADF4(C16) has been well
investigated in recent years.19,22–24,49,55,58–62 Here, the protein
was modified with diﬀerent tags for stimulating internaliz-
ation of respective protein particles by HeLa cells (Fig. 1). A
Tat-peptide was fused either to the carboxy-, the aminotermi-
nus or both termini of eADF4(C16), and an R8- or an RGD-
peptide was fused with the aminoterminus of eADF4(C16).49
To study particle-charge-dependence of cellular uptake, the
recently established positively charged eADF4(κ16) was used.50
In this variant, all glutamic acid residues of eADF4(C16) are
replaced by lysine ones rendering the protein polycationic
under neutral conditions (in contrast to polyanionic eADF4-
(C16)). All modifications were analyzed and confirmed by
MALDI-TOF MS (data not shown).
Particle production and characterization
Particles were produced by salting out of the protein dissolved
in EMiM[acetate]. In contrast to previously published
methods23 the ionic liquid EMiM[acetate] was used to mini-
mize the particle diameter and distribution. In addition to
“single-protein” particles also eADF4(C16) and eADF4(κ16)
blend particles were produced.
All spider silk particles had spherical morphologies
(Fig. 2A, Fig. S1†), indicating that modifying the sequence
as well as blending had no influence on particle formation.
Particles were also analyzed concerning size and surface poten-
tial (Table 2). Commercially available silica particles with a
theoretical diameter of 100 nm were used as control. Their
measured diameter was 113.5 ± 0.5 nm. Spider silk particles
had diameters between 239 and 294 nm except for eADF4(κ16)
(324 nm) and blend particles (393 nm). Importantly, the
previously reported broad particle size distribution could
be significantly reduced.24 Many studies investigated the
uptake of particles produced from diﬀerent materials such
as polystyrene,63,64 chitosan based polymers,65 silica,66 or
poly(lactic-co-glycolic acid) (PLGA).67 Independently from the
Fig. 2 SEM images (A) and colloidal stability analysis (B) of spider silk and control silica particles. For SEM, spider silk particles were prepared from a
0.1 mg ml−1 solution in EMiM[acetate] and analyzed in the dehydrated state. Colloidal stability of particles from a 2 mg ml−1 solution was determined
in 10 mM KCl, pH 5.5. Scale bars: 100 nm.
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material, the optimal particle size for uptake was in the range
of 100–200 nm.
eADF4(C16), eADF4(C16)RGD, Tat-eADF4(C16) and eADF4-
(C16)Tat particles showed zeta potentials between −20 and
−30 mV, similar to the previously published zeta potential of
eADF4(C16).60 Zeta potentials of Tat-eADF4(C16)Tat and
eADF4(C16)R8G were determined to be −8.4 and −17.4 mV,
and those of blends varied between −13.2 and +1.8 mV due to
the fact that each particle had diﬀerent amounts of eADF4-
(C16) and eADF4(κ16) (especially on its surface). Particles with
a zeta potential below −20 mV typically show little agglomera-
tion in suspension.68 Control silica particles showed a surface
potential of −55 mV and were therefore quite stable.68
Next, all particle suspensions were analyzed concerning
their colloidal stability using a LUMiFuge®114 (Fig. 2B).
Control silica particles were colloidally stable (no change in
curve behavior) as suggested by their zeta potentials, whereas
spider silk particles behaved diﬀerently. eADF4(C16) and
eADF4(C16)-RGD showed some sedimentation behavior at 300
and 600 rpm and started to sediment above 900 rpm, fitting
with the measured zeta potentials of −26.7 and −24.8 mV. As
expected, eADF4(C16)R8G, eADF4(C16)Tat and Tat-eADF4(C16)
showed less colloidal stability, and eADF4(κ16) and blend
particles were even less colloidally stable, with Tat-eADF4(C16)
Tat particles being the least stable ones.
Cytotoxicity
Cytotoxicity of spider silk and control silica particles was ana-
lyzed using the CellTiter Blue® assay over 9 days after particle
addition (24 h). HeLa cells cultured in the presence of spider
silk or control silica particles showed indistinguishable growth
behavior in comparison to HeLa cells grown in the absence
thereof. Proliferation rates (µ) and doubling times (Td) also
showed no significant diﬀerences (Table 3). Therefore, none of
the particles seemed to have any cytotoxic eﬀect on HeLa cells.
Particle internalization
HeLa cells were incubated with spider silk or control particles
for 6, 24, 48 and 72 h at 37 °C and analyzed using flow cyto-
metry (Fig. 3A) or fluorescence microscopy (Fig. 3B, shown for
eADF4(C16), eADF4(κ16) and blends). After 6 h of incubation,
all spider silk particles were indistinguishably internalized by
HeLa cells (between 10 and 30% of cells showed internalized
particles) except for eADF4(κ16) particles where 64% of the
cells contained particles (Fig. 3A). After 24 h of incubation,
92% of the cells showed internalized eADF4(κ16) particles,
after 48 h 95% and after 72 h 97%, with all of the cells contain-
ing more than one internalized particle (Fig. 3B). Similar
internalization numbers have been previously reported for par-
ticles produced from silk fibroin and albumin.25 As expected,
polyanionic eADF4(C16) particles were internalized by only
19% of the HeLa cells after 24 h, with the amount of cells not
increasing after 48 and 72 h.
Blend particles were internalized from about 45% of the
cells after 24 h, 57% after 48 h and 60% after 72 h, thus, the
number of cells with internalized blend particles was between
that of cells containing eADF4(C16) and eADF4(κ16) particles.
Further, each cell (5000 cells measured per set) contained on
average more blend particles than eADF4(C16) particles, but
less than eADF4(κ16) particles. This result was expected since
cells usually show a negative surface potential (HeLa cells
approximately −50 mV69), and, therefore, charge–charge inter-
actions with positively charged particles are pronounced.
The number of cells containing particles made of all CPP-
fusion proteins was increased in comparison to that of eADF4-
(C16) alone. No significant diﬀerences were obtained when the
Table 2 Particle size, particle size distribution index, zeta potential calculated using the theory of Smoluchowski55 and electrophoretic mobility of
spider silk and control silica particles. Particle sizes were analyzed in MQ-H2O, electrophoretic mobilities were measured in 10 mM KCl at pH 5.5
(n = 6; eADF4(C16)Tat n = 4)
(Spider silk) particles Particle size/nm
Particle size
distribution index Zeta potential/mV
Electrophoretic
mobility/10−8 m2 s−1 V−1
eADF4(κ16) 325 ± 38 0.193 ± 0.091 13.2 ± 5.3 1.04 ± 0.42
Blend 393 ± 135 0.545 ± 0.152 −5.7 ± 7.5 −0.45 ± 0.58
Tat-eADF4(C16)Tat 282 ± 61 0.165 ± 0.077 −8.4 ± 5.3 −0.66 ± 0.42
eADF4(C16)R8G 242 ± 19 0.123 ± 0.027 −17.1 ± 3.3 −1.35 ± 0.26
eADF4(C16)Tat 294 ± 50 0.166 ± 0.136 −23.0 ± 7.0 −1.80 ± 0.55
Tat-eADF4(C16) 239 ± 17 0.106 ± 0.055 −23.5 ± 3.6 −1.85 ± 0.28
eADF4(C16)RGD 263 ± 7 0.157 ± 0.074 −24.8 ± 2.7 −1.88 ± 0.36
eADF4(C16) 242 ± 22 0.123 ± 0.087 −26.7 ± 2.6 −2.09 ± 0.20
SiNH2 113 ± 1 0.014 ± 0.001 −55.0 ± 1.0 −4.32 ± 0.08
SiCOOH 114 ± 2 0.020 ± 0.015 −55.9 ± 2.3 −4.39 ± 0.18
Table 3 Proliferation rates (µ) and doubling times of HeLa cells cul-
tured with spider silk or control silica particles for 9 days. Starting cell
density was 5000 cells cm−2
(Spider silk) particles µmax/d
−1 Doubling time/h
No particles 0.38 ± 0.03 43.9 ± 3.3
eADF4(κ16) 0.36 ± 0.03 47.0 ± 4.7
Blend 0.38 ± 0.01 44.1 ± 0.9
Tat-eADF4(C16)Tat 0.37 ± 0.02 45.3 ± 3.1
eADF4(C16)R8G 0.37 ± 0.01 45.2 ± 1.5
eADF4(C16)Tat 0.36 ± 0.01 46.8 ± 0.9
Tat-eADF4(C16) 0.37 ± 0.01 45.0 ± 1.2
eADF4(C16)RGD 0.37 ± 0.01 44.5 ± 0.7
eADF4(C16) 0.40 ± 0.01 42.1 ± 0.7
SiNH2 0.38 ± 0.02 44.3 ± 2.3
SiCOOH 0.39 ± 0.04 43.0 ± 4.2
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Tat peptide was fused to the amino- or carboxyterminus or to
both. Interestingly, the uptake of the CPP- and RGD-fusion
particles was similar to that of blend particles.
Identification of the internalization mechanism of spider silk
particles
To get a closer look at the internalization mechanism of spider
silk particles, SEM visualization of cell surfaces was per-
formed. The particles could be seen in diﬀerent stages of
internalization (Fig. 4). Furthermore, HeLa cells were cultured
in the presence of diﬀerent endocytotic inhibitors (dansylcada-
verine (DC): inhibitor of clathrin-mediated endocytosis; di-
methyl-amiloride (DMA): inhibitor of macropinocytosis51,70–72)
before adding the silk particles. After particle addition, the
cells were incubated for 6 and 24 h and analyzed using flow
cytometry (Table 4 and Table S1†).
The number of cells containing eADF4(C16) particles was
reduced from 7.8% to 5.4% after 6 h and from 19% to 8.5%
after 24 h in the presence of DC. Further, particles made of
eADF4(C16) were the only ones being internalized by less cells
in the presence of DMA after 6 h (2.4%) compared to internal-
ization by cells in the presence of DC. After 24 h of incubation,
the number of cells containing eADF4(C16) particles in the
presence of DMA (7.7%) was again similar to that of cells in
the presence of DC. The number of cells containing eADF4-
(C16) particles was reduced from 7.8% to 5.4% after 6 h and
from 19% to 8.5% after 24 h in the presence of DC. Further,
particles made of eADF4(C16) were the only ones being inter-
nalized by less cells in the presence of DMA after 6 h (2.4%)
Fig. 3 Flow cytometry analysis (A) and ﬂuorescence microscopy images (B; maximal projections) of HeLa cells incubated in the presence of
9.6 ng µl−1 of spider silk or control silica particles for 6, 24, 48, and 72 h (A). Cells were washed and treated with trypan blue, quenching the ﬂuor-
escence of labeled particles outside the cells. (B) Cells were ﬁxed, permeabilized and stained with HCS CellMask™ Blue Stain. Scale bars: 5 µm.
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compared to internalization by cells in the presence of DC.
After 24 h of incubation, the number of cells containing
eADF4(C16) particles in the presence of DMA (7.7%) was again
similar to that of cells in the presence of DC.
eADF4(κ16) particle internalization was severely inhibited
with DC after 6 h (27.3%) and 24 h (47.3%) whereas in the
presence of DMA the internalization was less inhibited after
6 h (44%) and 24 h (73%). Accordingly, numbers of cells with
blend, Tat-eADF4(C16), eADF4(C16)R8G or eADF4(C16)-RGD
particles decreased moderately in the presence of DMA in
comparison to that in the presence of DC (Table 4) indicating
that macropinocytosis plays a minor and clathrin-mediated
endocytosis a major role in silk particle uptake in the used
experimental setup.
Generally, three diﬀerent groups can be identified which
diﬀer in particle internalization. The first group is eADF4(C16)
particles with indistinguishable inhibition of internalization
in the presence of both inhibitors. The second group contains
Tat-eADF4(C16), eADF4(C16)RGD, and blend particles with a
decreased cellular uptake in the presence of DC and a slightly
less decreased uptake in the presence of DMA indicating that
clathrin-mediated endocytosis is the main route of particle
uptake with macropinocytosis playing a medium role. Un-
expectedly, macropinocytosis played a more important role in
case of eADF4(C16)RGD, despite most well-known receptors
involved in receptor-mediated endocytosis (e.g. LDL receptor73)
being internalized via clathrin-mediated endocytosis. Here, the
amino acid sequence of the RGD peptide (GRGDSP) is opti-
mized for the recognition by α5β1- and αvβ3-integrin.49,74
These integrin receptors are internalized by clathrin-depen-
dent and –independent as well as caveolin-mediated
endocytosis75–80 which would explain the involvement of mar-
copinocytosis in eADF4(C16)RGD particle internalization. The
third group represents eADF4(κ16) and eADF4(C16)R8G par-
ticles which were internalized by most cells. Here, uptake is
severely inhibited in the presence of DC, whereas inhibition of
uptake is only moderate in the presence of DMA, indicating
that here macropinocytosis only plays a minor role.
The fact that eADF4(κ16) and eADF4(C16)R8G internaliza-
tion is higher than that of other modified particles (Fig. 3)
makes them promising candidates for drug delivery vehicles.
Conclusions
A new route for producing spider silk particles has been estab-
lished using the ionic liquid EMiM[acetate] as a starting
solvent. Particles made therefrom show small diameters and
are quite homogenous with a narrow particle size distribution.
Beneath previously employed engineered spider silk proteins
several variants with diﬀerent (cell penetrating) peptide tags
were used to produce particles. The tags and blending of pro-
teins had no influence on particle formation but on the
electrophoretic mobility, zeta potential and therefore on the
colloidal stability. Interestingly, the uptake eﬃciency of spider
silk particles by HeLa cells was highest in the presence of a
poly-arginine tag (zeta potential −17.1 mV) or when using the
polycationic mutant (without tag) eADF4(κ16) (zeta potential
13.2 mV) in which all naturally occurring glutamic acid resi-
dues have been replaced by lysine ones. Both the number of
cells containing spider silk particles as well as the number of
internalized particles was increased (Fig. 3B). Uptake mostly
occurred through clathrin-mediated endocytosis for all used
spider silk particles as determined by using dansylcadaverine.
In combination with the recently reported encapsulation
eﬃciency of low molecular weight drugs, low molecular weight
proteins or even nucleic acids by eADF4(κ16) particles,50 engin-
eered silk particles show high potential as novel drug delivery
systems.
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Table 4 Cells at a starting density of 50 000 cells cm−2 were incubated
in the presence of particles for 24 h in the absence and presence of
endocytosis inhibitors (100 µM of dansylcadaverine (DC) or di-methyl-
amiloride (DMA)) at 37 °C. Inhibitors were added 30 min before particle
addition
(Spider silk) particles
Cells with particles/%
− + DC + DMA
eADF4(κ16) 92.2 ± 7.4 47.3 ± 12.5 72.9 ± 7.1
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Fig. 4 SEM image of eADF4(κ16) particle uptake by HeLa cells after
24 h of incubation. The cells were ﬁxed, dehydrated and critical point
dried. The arrows indicate a particle on the surface (dashed) and a par-
ticle which is half-way internalized (line) at the moment the cells were
ﬁxed. Scale bar: 200 nm.
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Fig. 1 Images (SEM) of spider silk and silica particles. Spider silk particles were prepared from a 0.1 mg/ml 
solution in EMiM[acetat] and analyzed in the dehydrated state. Scale bars: 1 µm (spider silk particles); 400 nm 
(silica particles) 
Electronic Supplementary Material (ESI) for Biomaterials Science.This journal is © The Royal Society of Chemistry 2015
Table S 1
Cells at a starting density of 50,000 cells/cm2 were incubated in the presence of particles for 6 h in the absence 
and presence of endocytosis inhibitor (100 µM of dansylcadaverine (DC) or di-methyl-amiloride (DMA)) at 37 °C. 
Inhibitors were added 30 min before particle addition.
Cells with particles / 
%
Cells with particles / 
%  + DC
Cells with particles / 
%  + DMA
eADF4(κ16) 63.9 ± 15.5 27.3 ± 13.9 44.0 ± 13.6
blend 12.3 ± 4.4 3.4 ± 1.6 5.5 ± 2.0
eADF4(C16)R8G 27.3 ± 7.5 17.8 ± 8.0 20.7 ± 14.6
Tat-eADF4(C16) 14.1 ± 10.5 7.0 ± 2.1 11.3 ± 7.4
eADF4(C16)RGD 20.7 ± 5.8 15.3 ± 2.1 12.6 ± 4.0
eADF4(C16) 7.8 ± 4.4 5.4 ± 0.1 2.4 ± 0.7
SiNH2 0.3 ± 0.3 1.5 ± 0.6 0.4 ± 0.8
SiCOOH 0.6 ± 0.7 2.5 ± 0.9 2.1 ± 0.6
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Abstract 
Medical therapies are often accompanied by not-wanted side-effects or, even 
worse, targeted cells can develop drug resistance leading to an ineffective treatment. 
Therefore, drug delivery systems are under investigation to lower the risk thereof. Drug 
carriers should be biocompatible, biodegradable, nontoxic, non-immunogenic, and should 
show controllable drug loading and release properties. Previous studies qualified spider 
silk particles as drug delivery carriers, however, cellular uptake was only tested with 
unloaded spider silk particles. Here, the effect of drug loading on cellular uptake of 
previously established spider silk-based particles made of eADF4(C16), 
eADF4(C16)RGD, eADF4(C16)R8G and eADF4(κ16) was investigated. Fluorescently 
labeled polyethylenimine was used as a model substance for loading eADF4(C16), 
eADF4(C16)RGD or eADF4(C16)R8G particles, and fluorescently labelled ssDNA was 
used for loading eADF4(κ16) particles. Upon loading polyanionic eADF4(C16) and 
eADF4(C16)RGD particles with polycationic polyethyleneimine, the cellular uptake 
efficiency was increased, while the uptake of eADF4(C16)R8G and polycationic 
eADF4(κ16) particles was decreased upon substance loading. The latter could be 
circumvented by coating substance-loaded eADF4(κ16) particles with an additional layer 
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of eADF4(κ16) (layer-by-layer coating). Further, it could be shown that 
eADF4(C16)RGD and eADF4(κ16) uptake was based on clathrin-mediated endocytosis, 
whereas macropinocytosis was more important in case of eADF4(C16) and 
eADF4(C16)R8G particle uptake. Finally, it was confirmed that drugs, such as 
doxorubicin, can be efficiently delivered into and released within cells when spider silk 
particles were used as a carrier. 
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1. Introduction 
The severe side-effects of some conventional medical therapies strongly influence 
quality of life or cause even mortality. To minimize these effects, drug delivery systems 
are envisioned to direct drugs to specific tissues or even inside targeted cells. These 
systems have to fulfil several requirements like controllable physicochemical properties, 
colloidal stability, the shielding of drug degradation by hydrolysis or enzymatic reactions 
as well as the controllable release of the drug at the target tissue or within the target cell 
[1]. Polymers are the preferred material for carrier systems because they can be modified 
according to the desired application. Additionally, polymers can be tuned for controllable 
interactions with drugs allowing a defined drug release over days or even months [2, 3]. 
Unfortunately, several synthetic polymers are not biocompatible or need organic solvents 
and harsh formulation conditions during processing or generate toxic degradation 
products. Natural polymers, in contrast, are biocompatible, can often be processed under 
mild conditions, and can be degraded by enzymatic reactions without yielding toxic side 
products [4, 5]. Drug carriers made of natural polymers can further be modified to 
enhance their cellular uptake specificity by modifications with cell interacting motifs like 
the RGD sequence or cell penetrating peptides (CPP) [6-8]. 
Among biopolymers, spider silk proteins and materials made thereof are promising 
candidates in the field of biomedical applications due to their biocompatibility, 
biodegradability and mechanical properties [9]. Since natural spider silk proteins are not 
available in high amounts due to the cannibalistic behavior of spiders, recombinant 
production techniques of the proteins have been developed [10, 11]. The well-established 
recombinant spider silk protein eADF4(C16) is based on one major ampullate spidroin 
(MaSp) of the dragline silk of the European garden spider (Araneus diadematus) [12]. 
eADF4(C16) can be processed into different morphologies like films [13, 14], non-woven 
mats [15], hydrogels [16], capsules [17, 18] and particles [19, 20]. The particles can be 
loaded with different low molecular weight substances or small proteins [21-23]. Due to 
the negative net charge of eADF4(C16) at neutral pH (based on 16 glutamic acid 
residues) only positively charged or neutral substances can be loaded onto particles made 
therefrom. Replacement of all glutamic acid residues by lysines yielded the engineered 
positively charged spider silk protein, eADF4(κ16) [23]. eADF4(κ16) particles can be 
loaded with negatively charged substances with low and high molecular weights [23]. 
Previously it could be shown that HeLa cells take up eADF4(κ16) particles quite well. 
Also particles made of fusions between eADF4(C16) and the cell penetrating peptide 
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R8G or the integrin-binding peptide RGD are taken up but to a lower extent, and the 
lowest cellular uptake was detected for eADF4(C16) particles [24].  
Since drug loading influences the surface properties of spider silk particles, this 
particular feature has been investigated in this study concerning its impact on the cellular 
uptake of eADF4(κ16), eADF4(C16), eADF4(C16)RGD and eADF4(C16)R8G particles. 
Single stranded DNA was loaded onto eADF4(κ16) particles, and polyethylenimine was 
loaded onto eADF4(C16), eADF4(C16)RGD and eADF4(C16)R8G particles as model 
substances. Loading of such highly charged model substances significantly and 
differently influenced the cellular uptake of spider silk particles dependent on the silk 
protein employed. Further, upon using doxorubicin as a model drug it could be shown 
that drugs can efficiently be delivered into and released within the target cells by using 
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2. Experimental Section 
2.1 Protein Production and Purification 
The recombinant spider silk proteins eADF4(C16), eADF4(C16)RGD, 
eADF4(C16)R8G and eADF4(κ16) were produced and purified as described previously 
[12, 23, 24].  
2.2 Coupling of Rhodamine to Spider Silk Proteins 
Lyophilized spider silk proteins were dissolved in 6 M guadinium thiocyanate and 
dialyzed against 10 mM HEPES, pH 7.0. Dialyzed spider silk proteins were incubated 
with a 15-fold molar excess of 5/6-carboxy-tetramethyl-rhodamine succinimidyl ester 
(ThermoFisher, Darmstadt, Germany) in the absence of light for 2 h at 25 °C. Afterwards, 
the labeled proteins were precipitated by adding 2 M potassium phosphate pH 8.0 in a 1:1 
volume ratio, and the mixture was incubated for 1 h at 25 °C. The precipitated, labelled 
protein was washed three times with ultra-pure water and then lyophilized.  
2.3 Spider Silk Particle Formation 
The particles were produced according to Elsner et al. [24]. Briefly, lyophilized 
proteins were dissolved in 1-ethyl-3-methyl-imidazolium acetate (EMiM[acetate]). 
Particle formation was initiated by mixing of 0.1 mg/ml protein in EMiM[acetate] with 5 
equivalents (v/v) of 2 M potassium phosphate, pH 8 [19, 24]. After incubation for 1 h at 
25 °C, the particles were centrifuged (15 min, 17,000 x g, 4 °C), and then the pellet 
washed three times with ultra-pure water.  
2.4 Fluorescence labeling of DNA and polyethylenimine 
1 eq NH2-ODN (NH2-C6-5-ggt cac ttc gtg gct aac g-3 (6971 Da), biomers.net, Ulm, 
Germany) was dissolved in 100 mM sodium phosphate buffer pH 7.9 containing 25 eq 
NHS-Fl (N-hydroxy succinimidyl fluorescein dissolved in DMSO). After 3 h of 
incubation the sample was mixed with 4 M sodium acetate pH 5 and ethanol p.a. to final 
concentrations of 100 mM and 70 %, respectively. For precipitation of the resulting Fl-
ODN (Fluorescein-C6-5-ggt cac ttc gtg gct aac g-3 (7302 Da)) the mixture was incubated 
for 30 min at -20 °C, centrifuged at 8500 rpm and 4 °C and washed with ethanol p.a.. The 
Fl-ODN pellet was resuspended, and the precipitation repeated with ethanol p.a. twice. 
Finally, Fl-ODN was resuspended in ultra-pure water at the appropriate concentrations 
for particle loading.  
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Polyethylenimine (PEI; Mn = 8000 Da, PDI 1.1, Sigma-Aldrich, Seelze, Germany) 
was dissolved in sodium carbonate buffer pH 7.9 at a concentration of 2 mg/ml. 
Afterwards, NHS-Fl (1 mg/ml in DMSO) was added slowly to the PEI solution while 
stirring followed by 8 h of incubation at 4 °C. The reaction was stopped by addition of 
50 mM ammonium chloride and further 2 h of incubation at 4 °C. To separate remaining 
NHS-Fl, NH4Cl or sodium phosphate from the resulting PEI-Fl (fluorescein labelled 
PEI), the reaction mixture was dialyzed against ultra-pure water for 46 h at 25 °C, using a 
dialysis membrane with a molecular weight cut-off of 500-1000 Da (SPECTRUM® 
LABORATORIES, Irving, Texas). 
2.5 Loading of Spider Silk Particles 
All particles were loaded by diffusion. Fl-ODN was dissolved in ultra-pure water and 
added to 0.5 mg eADF4(κ16) particles at various concentrations (0.02, 0.1 and 
0.4 nmol/mg particles) in a volume of 100 µl. The particles were incubated in the 
respective Fl-ODN solution for 1 h, then centrifuged (17,000 x g, 15 min, 25 °C) and 
washed twice with ultra-pure water.  
eADF4(C16), eADF4(C16)RGD and eADF4(C16)R8G particles were loaded with 
0.02, 0.1 and 0.4 nmol PEI-Fl/mg protein as described for eADF4(κ16) particles loaded 
with Fl-ODN. After 1 h of incubation, the particles were centrifuged (17,000 x g, 15 min, 
25 °C) and washed twice with ultra-pure water. 
2 mM of doxorubicin (Dox) were incubated with 14.77 µg of plasmid DNA (pEGFP-
N1) for 12 h at 25 °C. The DNA/Dox mixture or Dox alone were then added to the 
eADF4(κ16) particles and incubated for 2 h at 25 °C, centrifuged (17,000 x g, 15 min, 
25 °C) and washed twice with ultra-pure water. The supernatant was analyzed using 
UV/Vis spectroscopy (λmax,Dox = 501 nm) to determine the loading and loading efficiency 
(equation (1) and (2)). Afterwards, particles were treated using the layer-by-layer (LbL) 
coating procedure described in section 2.7.  
  Loading 	 % =      
   
 x 100 (1) 
 Loading efficiency 	 % =      
  %& %%%
 x 100 (2) 
2.6 Release of Dox from DNA/Dox Loaded eADF4(κ16) Particles 
Release of Dox from eADF4(κ16) particles was analyzed by UV/Vis spectroscopy at 
λmax,Dox = 501 nm every 30 min in PBS for 180 min at 37 °C. At each time point particles 
were centrifuged (17,000 x g, 2 min, 25 °C), the supernatant was analyzed, and the pellet 
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resuspended in fresh PBS. The accumulated release was plotted against time, with the 
start of the experiment being set to zero minutes. After 180 min of incubation, particles 
were treated with DNaseI (2000 U/ml), Trypsin (1 µl/ml) or both for 24 h at 37 °C 
(10 mM Tris/HCl, 10 mM MgCl2, 10 mM CaCl2, pH 7.5), centrifuged (17,000 x g, 2 min, 
25 °C), and the supernatant was analyzed using again UV/Vis spectroscopy to detect 
released Dox. 
2.7 Layer-by-Layer Coating of Spider Silk Particles 
LbL-Coating of spider silk particles was performed as described previously [23]. 
Loaded (Fl-ODN, DNA/Dox or Dox) eADF4(κ16) particles were resuspended in 1 ml of 
freshly prepared eADF4(κ16) protein solution at a protein concentration of 0.8 mg/ml. 
After 1 h of incubation, particles were centrifuged (17,000 x g, 2 min, 25 °C) and washed 
with ultra-pure water. 
2.8 Electrophoretic Mobility Determination 
Spider silk particles were analyzed concerning their electrophoretic mobility in 1/11 
PBS pH 7.4 (0.4 mM KH2PO4, 1.6 mM Na2HPO4, 11.5 mM NaCl) at 25 °C (ZetaSizer, 
NanoZS, Malvern Instruments, Worcestershire, UK). The zeta potential was calculated 
according to the theory of Smoluchowski [25]. 
2.9 Particle Size Determination 
The size of dehydrated particles was analyzed by SEM imaging and subsequent 
diameter determination using the analytical software ImageJ. The number of analyzed 
particles was at least n = 30.  
Scanning electron microscopy (SEM) images were taken using a 1450Es Beam 
(Zeiss, Germany) at an accelerating voltage of 3 kV. Particles were pipetted onto 
ThermanoxTM plastic cover slips and washed three times with distilled water. Before 
imaging, the particles were air dried and sputtered with platinum.  
2.10 Colloidal Stability Analysis 
Colloidal stability of spider silk particles was analyzed in ultra-pure water using a 
LUMiFuge®114 (L.U.M. GmbH, Berlin, Germany) with a rotation frequency of 300, 600 
and 900 rpm and different time intervals of 200, 300, and 1000 s. Particle suspensions 
were placed in tubes in horizontal positions on the disc of the LUMiFuge®114. 
Transparencies of the particle suspensions were measured in the area between the menisci 
and bottom of the vial three times for each particle type. Transmission was measured 
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every 10 s over 1800 s, and the integral of transmission between meniscus and bottom of 
the vial was plotted against time. 
2.11 Cell Culture 
HeLa cells (German Collection of Microorganism and Cell Cultures DSMZ) and 
BALB/3T3 mouse fibroblast (European Collection of Cell Culture) were cultured in 
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, Biochrom, Berlin, Germany) 
supplemented with 10 % v/v fetal bovine serum (Biochrom, Berlin, Germany), 1 % v/v 
GlutaMAX (Gibco, Grand Island, USA) and 0.1 % v/v gentamicin sulfate (Sigma-
Aldrich, Seelze, Germany). Kelly neuroblastoma cells (German Collection of 
Microorganism and Cell Cultures DSMZ) were cultured in RPMI 1640 (Roswell Park 
Memorial Institute 1640 Medium, Lonza, Verviers, Belgium) supplemented with 
10 % v/v fetal bovine serum (Biochrom, Berlin, Germany), 1 % v/v GlutaMAX (Gibco, 
Grand Island, USA) and 0.1 % v/v gentamicin sulfate (Sigma-Aldrich, Seelze, Germany). 
The cell viability was confirmed by trypan blue staining (Sigma-Aldrich, Seelze, 
Germany) before seeding the cells. Cells were cultured in a CO2-incubator (Heraeus, 
Hanau, Germany) at 5 % CO2, 95 % humidity and at 37 °C. 
2.12 Analysis of Cytotoxicity 
Cells were seeded on treated 96-well cell culture plates (Nunc, Langenselbold, 
Germany) at a density of 20,000 cells/cm2 (HeLa, BALB/3T3) or 50,000 cells/cm2 
(Kelly). The seeded cells were pre-incubated with spider silk particles (9.6, 48, or 
96 ng/µl) for 6 or 24 h at 37 °C. Medium was changed after 6 h, 24 h or 48 h followed by 
analysis of cell viability using the CellTiter Blue assay. Cells were washed twice with 
phosphate buffered saline (PBS). Fresh medium was added containing 10 % v/v CellTiter 
Blue reagent® (Promega, Madison, USA), and cells were incubated for 2.5 h at 37 °C. 
The transformation of the blue fluorescent dye resazurin into red fluorescent resorufin 
(λex = 530 nm; λem = 590 nm) was measured using a plate reader (Mithras LB 940, 
Bertold, Bad Wildbach, Germany) with 530 nm excitation and 600 nm emission filters 
and a counting time of 0.5 s. Cell culture experiments were repeated 3 times with 3 
replicates for each particle type and drug.  
2.13 Uptake Analysis and Identification of the Uptake Mechanism 
For uptake studies and identification of the uptake mechanism, HeLa cells were 
cultured on treated 6-well cell culture plates (Nunc, Langenselbold, Germany) at a 
density of 30,000 cells/cm2 in the presence of loaded spider silk particles for 24 h. Cells 
9 
 
were washed with PBS twice, treated with trypan blue, washed again with PBS, detached 
using 0.05 % Trypsin/EDTA and pelleted by centrifugation (300 x g, 5 min, 25 °C). Cells 
were resuspended in fresh media, and uptake was measured using flow cytometry 
(Cytomics FC500, Beckman-Coulter, Krefeld, Germany). Cells only appeared fluorescent 
upon internalization of Rhodamine-labeled particles.  
Endocytotic inhibitors were used for identification of the uptake mechanism. Cells 
were seeded at a density of 30,000 cells/cm2. 100 µM dansylcadaverine (DC) for 
inhibition of clathrin-mediated endocytosis and 100 µM di-methyl-amiloride (DMA) for 
inhibition of macropinocytosis were added to the cells 30 min prior to particle addition 
(9.6 ng/µl), and all samples were further incubated for 24 h at 37 °C. 
For fluorescence microscopy, HeLa cells were cultured on µ-slides (8-well, ibidi 
GmbH, Martinsried, Germany) at a cell density of 20,000 cells/cm2 and incubated with 
loaded (Fl-ODN or Fl-PEI) rhodamine-labeled particles for 24 h at 37 °C. The cells were 
fixed with 4 % w/v paraformaldehyde for 15 min at 25 °C, washed with PBS and 
permeabilized with 0.1 % v/v Triton-X-100 for 3 min. After two additional washing steps 
with PBS, cells were incubated with HCS CellMaskTM Blue stain (Invitrogen, Darmstadt, 
Germany) for 30 min and washed again with PBS. All samples were kept in PBS and 
analyzed using a fluorescence microscope (DMi8, Leica, Wetzlar, Germany). 
2.14 Statistical Analysis 
An unpaired two-side t-test was performed with n=5 for eADF4(κ16), n=4 for 
eADF4(C16) and n=3 for eADF4(C16)RGD and eADF4(C16)R8G particles for statistical 
analysis. The significance was confirmed by a statistical certainty higher than 99.9 % 
(significance level of <0.1 %; ***) [24]. 
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3. Results and Discussion 
Particle Production and Characterization 
All recombinant spider silk proteins were dissolved in EMiM[acetate] and then 
precipitated as described previously yielding particles with low diameters and small size 
distribution [24]. Particles were loaded by diffusion with different amounts of the model 
substance Fl-ODN in the case of eADF4(ĸ16) and PEI-Fl in the cases of eADF4(C16), 
eADF4(C16)RGD, and eADF4(C16)R8G (0.02, 0.1 or 0.4 nmol model substance/mg 
particles). Due to the detection limit, loading efficiencies were only determined for the 
highest loading amounts. All particles (eADF4(C16) variants) loaded with PEI-Fl showed 
a similar loading efficiency of around 25 %, and no significant difference in the particle’s 
interaction with the model substance was detectable regardless of the underlying protein. 
The loading efficiency of Fl-ODN onto eADF4(ĸ16) particles was higher (41 %). This 
effect could be attributed to a lower molecular weight and a lower charge density of the 
model substance Fl-ODN in comparison to PEI-Fl (Table S 1).  
SEM imaging showed that the diameter of dehydrated particles was roughly 
between 200 and 400 nm and no significant deviation was detectable amongst the 
different spider silk proteins (Table 1, Fig. S 1). In addition, electrophoretic mobility and 
colloidal stability were indistinguishable in most cases after loading of the particles with 
either PEI-Fl or Fl-ODN (Table 1 and Fig. S 2). Analysis of loaded and unloaded 
eADF4(C16) and eADF4(C16)RGD particles in suspension showed only little 
sedimentation of the particles in absence as well as in presence of PEI-Fl upon exposure 
to a centrifugal field (LUMIFuge®) (Fig. S 2A and B). In the case of eADF4(C16)R8G, all 
samples showed increased sedimentation at a centrifugal speed of 900 rpm independent 
of the loading of the particles (Fig. S 2C). eADF4(κ16) particles were colloidally unstable 
with fast sedimentation at 300 rpm, 600 rpm and 900 rpm (Fig. S2D). The incubation of 
the particles with Fl-ODN had only little influence on their colloidal stability. 
Surprisingly, coating of loaded eADF4(ĸ16) particles with another layer of this protein 
seemed to stabilize the particles in suspension (Fig S 2D). 
The lack of influence of substance-loading on the electrophoretic mobility of the 
particles (Table 1) is possibly due to very low model substance-protein ratios of 1:52 
(0.4 nmol substance/mg protein), 1:208 (0.1 nmol substance/mg protein) and 1:1040 
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(0.02 nmol substance/mg protein). Further, it can be assumed that most of the uptaken 
substance is not surface exposed.  
Table 1 Particle size, and electrophoretic mobility of unloaded and PEI-Fl or Fl-ODN loaded spider silk 
particles measured at an ionic strength of 12 mM (1/11 PBS) and pH 7.4 (n = 6); C: Layer-by-Layer coated particle. 
Spider silk 
particles 
Model 
drug 
Loading 
nmol/mg 
particles 
Electrophoretic 
mobility 
/10−8 m2 s−1 V−1 
Zeta 
potential 
/mV 
Particle diameter 
(dehydrated) 
/nm 
eADF4(C16) 
 
- - -2.10 ± 0.10 -26.78 ± 1.25 
397 ± 115 
PEI-Fl 0.02 -1.97 ± 0.12 -25.15 ± 1.60 
PEI-Fl 0.1 -1.88 ± 0.20 -23.93 ± 2.58 
PEI-Fl 0.4 -1.99 ± 0.08 -25.43 ± 1.05 
eADF4(C16)RGD 
- - -1.87 ± 0.25 -23.90 ± 3.25 
232 ± 56 
PEI-Fl 0.02 -1.56 ± 0.07 -19.85 ± 0.85 
PEI-Fl 0.1 -1.54 ± 0.05 -19.67 ± 0.59 
PEI-Fl 0.4 -1.47 ± 0.06 -18.73 ± 0.83 
eADF4(C16)R8G 
- - -1.66 ± 0.06 -21.20 ± 0.82 
315 ± 69 
PEI-Fl 0.02 -1.56 ± 0.06 -19.90 ± 0.79 
PEI-Fl 0.1 -1.65 ± 0.04 -20.95 ± 0.53 
PEI-Fl 0.4 -1.70 ± 0.06 -21.73 ± 0.75 
eADF4(κ16) 
- - 1.15 ± 0.09 14.68 ± 1.20 
269 ± 60 
Fl-ODN 0.02 1.11 ± 0.08 14.12 ± 0.95 
Fl-ODN 0.1 1.13 ± 0.08 14.43 ± 1.02 
Fl-ODN 0.4 1.16 ± 0.06 14.85 ± 0.73 
eADF4(κ16)-C Fl-ODN 0.4 0.73 ± 0.25 9.36 ± 3.17 - 
*calculated according to the theory of Smoluchowski [25]  
 
Uptake analysis of loaded spider silk particles 
Previously, eADF4(C16), eADF4(C16)RGD, and eADF4(C16)R8G particles showed 
lower uptake efficiency in comparison to positively charged spider silk protein particles 
made of eADF4(κ16) in HeLa cells [23]. Further, it was shown that the release of single 
stranded DNA (ssDNA) from eADF4(κ16) particles into buffer was rather slow in 
comparison to that of low molecular weight substances [23]. Here, eADF4(κ16) particles 
were loaded with fluorescently labeled DNA (Fl-ODN) to analyze the effect of DNA 
loading on the cellular uptake, and particles made of eADF4(C16), eADF4(C16)RGD, 
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eADF4(C16)R8G were loaded with fluorescently labeled polyethylenimine (PEI-Fl), a 
positively charged polymer. 
HeLa cells were incubated with 9.6 ng/µl of loaded eADF4(κ16) particles for 24 h 
and analyzed using flow cytometry (Fig. 1) or fluorescence microscopy (Fig. 2). 
Interestingly, the uptake of loaded eADF4(κ16) particles was significantly reduced and 
depended on the amount of loading (Fig. 1). The higher the loading, the lower the number 
of cells which contained particles, and also the number of particles per cell was reduced 
(Fig. 2). Coating of loaded particles with an additional layer of eADF4(κ16) 
(eADF4(κ16)-0.4-C) increased the number of cells with incorporated particles as well as 
the average number of particles within each cell.  
 
Fig. 1. Flow cytometry analysis of HeLa cells incubated in the presence of loaded spider silk particles. The 
HeLa cells were incubated together with 9.6 ng/µl of spider silk particles. eADF4(C16), eADF4(C16)RGD and 
eADF4(C16)R8G particles were loaded with 0, 0.02, 0.1 and 0.4 nmol of PEI-Fl and eADF4(κ16) with 0, 0.02, 0.1 and 
0.4 nmol of Fl-ODN per mg of particles and incubated for 24 h. eADF4(κ16) particles loaded with 0.4 nmol/mg 
particles of Fl-ODN were additionally coated with eADF4(κ16) using a layer-by-layer technique. Before 
measurements, cells were washed and treated with trypan blue quenching the fluorescence of Rhodamine labeled 
particles outside the cells. (***highly significant; ** significant) 
HeLa cells were also incubated in the presence of eADF4(C16), eADF4(C16)RGD 
and eADF4(C16)R8G particles loaded with 0.02, 0.1, and 0.4 nmol PEI-Fl /mg particles 
(eADF4(C16)-0.02, eADF4(C16)-0.1, eADF4(C16)-0.4, etc.). eADF4(C16) particles 
were internalized in 19.0 % of HeLa cells after 24 h of incubation. Although the uptake 
efficiency was only slightly affected by loading the particles with 0.02 or 0.1 nmol PEI-
Fl/mg particles, cells incubated with eADF4(C16)-0.4 particles showed a significantly 
higher uptake (54.4 %). Unloaded eADF4(C16)RGD and eADF4(C16)R8G particles 
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revealed a cellular uptake in the range between that of eADF4(C16) and eADF4(κ16) 
particles. While treatment of HeLa cells with loaded eADF4(C16)RGD particles 
increased the uptake efficiency to nearly 90 %, the number of cells containing PEI-Fl 
loaded eADF4(C16)R8G particles was significantly decreased to less than 20 %. 
Conspicuous here is the fact that, except for eADF4(C16) particles, even the smallest 
amount of loaded substance induced a divergent interaction between cells and particles.  
Loading with PEI-Fl increased cellular uptake with increasing loading in the case of 
eADF4(C16) and eADF4(C16)RGD particles. Most strikingly, in the case of 
eADF4(C16)R8G loading with PEI-Fl led to a tremendous reduction of internalized 
particles, which was again reversed to some extent when the PEI-Fl concentration within 
the particles was increased. However, this could not be attributed to changes in surface 
properties, since loading did apparently not affect the electrophoretic mobility of the 
particles, as described above. Since it was shown previously that cellular uptake was 
increased for particles containing the penetrating peptide R8G compared to plain 
eADF4(C16) particles, it can only be presumed that an interference of PEI-Fl with the 
R8G sequence is accountable for the rapid decrease in cellular uptake of loaded 
eADF4(C16)R8G particles. In fact, the PEI transfection mechanism has not yet been 
clarified on a cellular level [26]. Consequently, the conclusions from the obtained results 
remain open.  
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Fig. 2. Fluorescence microscopy images (maximal projections and middle of z-stack) of HeLa cells incubated 
in the presence of 9.6 ng/µl of spider silk particles for 24 h. eADF4(C16), eADF4(C16)RGD and eADF4(C16)R8G 
particles were loaded with 0 or 0.4 nmol PEI-Fl /mg particles and eADF4(κ16) particles with 0 or 0.4 nmol Fl-
ODN/mg particles. As indicated, eADF4(κ16) particles were also coated with an additional layer of eADF4(κ16) after 
Fl-ODN loading using the layer-by-layer technique. Cells were fixed, permeabilized and stained with HCS CellMaskTM 
blue stain. Cells: blue; particles: red; loaded drug (PEI-Fl or Fl-ODN): green. Scale bar: 10 µm. 
 
Identification of the uptake mechanism 
To investigate the influence of drug loading on the internalization pathway of silk 
particles, HeLa cells were incubated in the presence of different endocytotic inhibitors 
(dandylcadaverine (DC): inhibitor of clathrin-mediated endocytosis; di-methyl-amiloride 
(DMA): inhibitor of macropinocytosis) [27-30] prior to particle incubation for 24 h, and 
the uptake was analyzed using flow cytometry (Table 2). 
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Table 2 Cells at a starting density of 50,000 cells/cm2 were incubated together with particles for 24 h in the 
absence or presence of endocytosis inhibitors (100 µM of Dansylcadaverine (DC) or di-methyl-amiloride (DMA)) at 
37 °C. Inhibitors were added 30 min before particle addition; C: Layer-by-Layer coated particle. 
Spider silk 
particles 
Model 
drug 
Loading 
nmol/mg 
particles 
cells with particles / % 
- DC DMA 
eADF4(C16) 
- - 17.1 ± 5.0 9.0 ± 4.0 8.7 ± 5.2 
PEI-Fl 0.02 36.1 ± 14.2 7.1 ± 3.6 15.0 ± 0.2 
PEI-Fl 0.1 12.6 ± 4.5 12.0 ± 3.7 4.7 ± 2.0 
PEI-Fl 0.4 54.4 ± 12.9 36.3 ± 4.0 26.5 ± 6.8 
eADF4(C16)RGD 
- - 51.4 ± 11.8 20.4 ± 10.9 34.3 ±8.6 
PEI-Fl 0.02 72.8 ± 4.6 58.8 ± 4.8 69.4 ± 7.5 
PEI-Fl 0.1 71.7 ± 3.5 53.1 ± 6.3 57.1 ± 11.2 
PEI-Fl 0.4 87.7 ± 3.9 69.6 ± 2.6 78.6 ± 2.5 
eADF4(C16)R8G 
- - 69.0 ± 11.7 23.9 ± 6.3 63.9 ± 15.1 
PEI-Fl 0.02 5.0 ± 1.9 2.3 ± 1.1 3.3 ± 0.9 
PEI-Fl 0.1 10.6 ± 1.8 5.0 ± 3.9 5.3 ± 1.0 
PEI-Fl 0.4 18.9 ± 2.3 15.2 ± 1.3 9.0 ± 2.1 
eADF4(κ16) 
- - 94.5 ± 3.2 47.8 ± 13.0 73.9 ± 7.5 
Fl-ODN 0.02 19.5 ± 5.0 1.2 ± 0.3 8.5 ± 3.8 
Fl-ODN 0.1 14.4 ± 4.1 0.9 ± 0.1 6.7 ± 2.7 
Fl-ODN 0.4 9.1 ± 2.6 0.8 ± 0.2 3.6 ± 1.1 
eADF4(κ16)-C Fl-ODN 0.4 83.4 ± 3.5 45.1 ± 13.7 58.4 ± 1.7 
 
In case of unloaded eADF4(ĸ16) particles, the percentage of cells with internalized 
particles was considerably reduced in the presence of the clathrin-mediated endocytosis 
inhibitor DC compared to the macropinocytosis inhibitor DMA. By loading eADF4(κ16) 
particles with different amounts of Fl-ODN, the percentage of eADF4(ĸ16) containing 
cells decreased further in the presence of DC indicating that clathrin-mediated 
endocytosis plays an important role. Coating of loaded eADF4(κ16) particles resulted in 
an uptake efficiency comparable to that of unloaded ones. The role of clathrin-mediated 
endocytosis and macropinocytosis of coated eADF4(κ16) particles was also similar to 
that of unloaded eADF4(κ16) particles. 
As shown previously, the role of both clathrin-mediated endocytosis and 
macropinocytosis were similar for unloaded eADF4(C16) particles [24], and no 
significant influence of PEI-Fl loading on the uptake mechanism of eADF4(C16) 
particles could be detected. 
eADF4(C16)RGD-0.02, eADF4(C16)RGD-0.1 and eADF4(C16)RGD-0.4 were 
always taken up by slightly less cells in the presence of DC than in the presence of DMA. 
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However, the decrease in numbers of cells containing loaded particles in the presence of 
DC was not as high as reported for unloaded ones. The uptake of unloaded 
eADF4(C16)R8G particles occurred mostly by clathrin-mediated endocytosis and only 
partly by macropinocytosis [24]. The reduction of cells containing loaded 
eADF4(C16)R8G particles was similar in the presence of DC and DMA. The results of 
the identification of the uptake mechanism of loaded eADF4(C16)RGD and 
eADF4(C16)R8G particles lead to the conclusion that both uptake mechanisms are 
likewise important, whereas clathrin-mediated endocytosis plays a more important role in 
unloaded particle uptake.  
Analysis of cell viability was conducted 24 h after addition of loaded and unloaded 
spider silk particles (using the CellTiter Blue® assay) ensuring that the change in uptake 
efficiencies cannot be ascribed to cytotoxic effects of the particles (Fig. 3). HeLa cells 
cultured in the presence of loaded or unloaded particles showed normal growth behavior. 
Thereby, neither the type of the particle, loaded or not, nor the loading concentration 
seemed to have a cytotoxic effect on HeLa cells. 
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Fig. 3. Viability of HeLa cells incubated in the presence of 9.6 ng/µl of eADF4(κ16) (A) and eADF4(C16), 
eADF4(C16)RGD or eADF4(C16)R8G (B) particles after 24 h of incubation. Starting cell densities were 20 000 
cells/cm2. Spider silk particles were loaded with 0, 0.02, 0.1, and 0.4 nmol of PEI-Fl (eADF4(C16), eADF4(C16)RGD, 
eADF4(C16)R8G) or Fl-ODN (eADF4(κ16)) per mg of particles. eADF4(κ16) particles loaded with 0.04 nmol Fl-ODN 
(eADF4(κ16)-0.4-C) per mg of particles were also coated with an additional layer of eADF4(κ16) using a layer-by-
layer technique. 
 
Release of DNA/Dox upon eADF4(ĸ16) particle degradation 
The drug doxorubicin (Dox) is often used in cancer therapy and was thus chosen here 
as a therapeutically relevant model drug to show the properties of spider silk particles as 
drug carrier systems. eADF4(ĸ16) was selected as a suitable silk carrier since it showed 
the best cellular uptake. Due to its positive charge Dox was first intercalated into plasmid 
DNA, and the DNA/Dox complex was then loaded onto positively charged eADF4(κ16) 
particles (loading efficiency of DNA/Dox was 73.5 ± 30.4 %, while the loading 
efficiency of Dox was 3.5 ± 0.3 %). Next, release of Dox from DNA/Dox loaded particles 
was investigated in vitro. While in the absence of DNA, Dox was completely washed out 
of the particles due to charge-charge repulsion of the drug and the positively charged 
particles (Fig. 4), the release of Dox from DNA/Dox loaded particles was very slow with 
a maximal release of about 10 % of the initial loading after 24 h of incubation. Since it is 
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possible that the release of Dox might be triggered by DNA and/or protein degradation in 
vivo, DNaseI, Trypsin or both enzymes were used to analyze the impact of protein and 
DNA degradation on Dox release.  
 
 
Fig. 4 Release of Dox from DNA/Dox loaded (black circles) or Dox loaded (grey circles) eADF4(κ16) 
particles in PBS (pH 7.2) at 37 °C. After 180 min DNase I, Trypsin or both enzymes were added, and the samples were 
incubated for additional 24 h at 37 °C  
Interestingly, both DNaseI as well as Trypsin slightly triggered the release of Dox, 
but no additive effect could be detected. Within 24 h of incubation up to 27.3 % of the 
initially loaded Dox could be released in the presence of DNaseI and 18.0 % in the 
presence of Trypsin, which reflects about double the amount of released Dox as detected 
in the absence of enzymes. 
 
Cytotoxicity of DNA/Dox loaded eADF4(κ16) particles 
The DNA/Dox loaded eADF4(κ16) particles were added to HeLa cells after 
additional coating with eADF4(ĸ16), as described above, and incubated for 6, 24 and 
48 h at different spider silk particle concentrations (9.6 ng/µl; 48 ng/µl; 96 ng/µl). As a 
control, eADF4(κ16) particles were incubated with doxorubicin in the absence of DNA 
prior to incubation with HeLa cells. In a further experiment, Dox was added to the media 
to test for its direct impact on HeLa cells. Upon washing, Dox was released from the 
spider silk particles in the absence of DNA, but the DNA/Dox complex was retained 
within the particles. Again, the cytotoxicity was analyzed using the CellTiter Blue® assay 
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(Fig. 5). After 6 h of incubation no effect was detected on the viability of HeLa cells 
either in the presence of DNA/Dox loaded eADF4(κ16) particles or in the presence of 
Dox in the media. After 24 h, cell viability decreased to 22 % in the presence of free Dox. 
Only a slight effect could be detected in the case of DNA/Dox loaded particles at 
concentrations of 9.6 ng/µl, but the effect was identical to that of free Dox at DNA/Dox 
particle concentrations of 48 ng/µl. Interestingly, cell viability was significantly reduced 
to only 8 % in the presence of 96 ng/µl of DNA/Dox loaded particles. After 48 h of 
incubation, the effect of free Dox and DNA/Dox loaded eADF4(κ16) particles was 
indistinguishable, and nearly no living cell could be detected. There was no detectable 
effect of Dox-loaded eADF4(κ16) particles (without DNA), since Dox was washed out of 
the particles before internalization of the particles by the cells as stated above. 
Importantly, eADF4(κ16) or DNA loaded eADF4(κ16) particles showed no effect on the 
viability of HeLa cells. 
 
 
Fig. 5. Cell viability of HeLa, Kelly and BALB/3T3 cells in the presence of eADF4(κ16) particles loaded 
with DNA or Dox or loaded with a complex of DNA/Dox. 9.6, 48 or 96 ng/µl of particles were added to the cells which 
were incubated for 6, 24 or 48 h at 37 °C. The Dox concentration in DNA/Dox loaded particles was 2 µM (9.6 ng/µl of 
particles). In the control experiments with free Dox 2 µM, 10 µM and 20 µM were used, corresponding to the 
calculated amount of Dox in Dox loaded particles which were added to the cells in concentrations of 9.6 ng/µl, 48 ng/µl 
and 96 ng/µl. Cell viability was determined using the CellTiter Blue Assay. (** significant difference). 
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In addition to HeLa cells, the neuroblastoma cell line Kelly was incubated with 
DNA/Dox loaded eADF4(κ16) particles to analyze a second cancer cell line. As for HeLa 
cells, no effect on cell viability could be detected at particle concentrations of 9.6 ng/µl or 
48 ng/µl after 6 h of incubation. At 96 ng/µl the cells started to respond slightly to 
DNA/Dox loaded eADF4(κ16) particles as well as to the respective control experiment 
with free Dox. After 24 h of incubation and at a DNA/Dox particle concentration of 
48 ng/µl viability decreased further, and the lowest cell viability was detected at a particle 
concentration of 96 ng/µl. However, the effect was not as high as the effect of free Dox at 
a similar drug concentration, probably due to the fact that Kelly cells uptake less spider 
silk particles per cell than HeLa cells (data not shown). After 48 h of incubation, the 
viability of Kelly cells decreased at 9.6 ng/µl of DNA/Dox loaded eADF4(κ16) particles 
and was almost zero at 48 ng/µl and 96 ng/µl. Here, the effect of DNA/Dox loaded 
particles on the cell viability was in the same range as for free Dox. 
As a final control, the mouse fibroblast BALB/3T3 cell line was incubated in the 
presence of the particles. The observed effects on fibroblast viability were similar to 
those on HeLa cells. 
 
4. Conclusion 
Spider silk particles have been established as carrier of low molecular weight 
substances, small proteins or DNA. Further, it has been shown that unloaded spider silk 
particles can be taken up by cells dependent on the molecular composition of the 
underlying spider silk protein [21-23, 31]. In this study, it could be demonstrated that the 
loading of a charged substance influences the cellular uptake of these particles. Loading 
of polycationic substances on polyanionic eADF4(C16) or eADF4(C16)RGD particles 
increased the uptake by nearly a factor of two. Surprisingly, the uptake of 
eADF4(C16)R8G particles loaded with polycationic substances and that of DNA-loaded 
eADF4(κ16) particles was significantly decreased, indicating that the loaded substance 
has a severe influence on the uptake mechanism in dependence of the spider silk variant 
used. 
It could be further shown that eADF4(κ16) particles loaded with a DNA/Dox 
complex can be easily uptaken by HeLa cells and also to a lesser extent by Kelly cells, 
followed by Dox-related cell death, especially in the case of HeLa cells and BALB/3T3 
fibroblasts. In the case of Kelly cells, an effect of Dox could only be detected at high 
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particle concentrations, and the effect was lower compared to that of free Dox. Hence, 
HeLa cells were more sensitive to intracellular Dox as shown in the case of 24 h of 
incubation with DNA/Dox loaded eADF4(ĸ16) particles. 
Since HeLa cells are known to uptake particles easily, whereas Kelly cells avoid 
uptake of foreign substances, future experiments have to deal with the improvement of 
spider silk particles concerning targeted transport of substances to, for example, specific 
cancerous cell lines. Further investigations are also necessary in terms of intracellular 
release of DNA from eADF4(ĸ16) particles in order to make them viable as transport 
systems for e.g. gene therapy.  
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Supplementary Information 
Table S 1: Loading efficiency of different protein particles upon incubation with 0.4 nmol of the 
corresponding model substance Fl-ODN or PEI-Fl per mg particle 
Protein particle Uptake efficiency Fl-ODN 
/ % 
Uptake efficiency PEI-Fl 
/ % 
eADF4(C16) - 26.6 ± 0.4 
eADF4(C16)RGD - 26.9 ± 0.4 
eADF4(C16)R8G - 23.6 ± 0.3 
eADF4(ĸ16) 40.6 ± 0.3 - 
 
 
Fig. S 1 SEM Images of spider silk protein particles in dry state, A) eADF4(C16), B) eADF4(C16)R8G, C) 
eADF4(C16)RGD, and D) eADF4(κ16). Particles were produced after resuspending the respective protein in 
EMiM[acetate] followed by potassium phosphate precipitation. SEM images were taken at an accelerating voltage of 
3 kV. Before imaging, the particles were air dried and sputtered with platinum.  
 
25 
 
 
Fig. S 2 Representative sedimentation curves of spider silk and PEI-Fl or Fl-ODN loaded spider silk particles 
prepared from a 2 mg ml−1 solution in EMiM[acetate] and analyzed at a concentration of 1.25 mg ml−1, measured at an 
ionic strength of 12 mM (1/11 PBS) and pH 7.4. The single graphs show (A) eADF4(C16) particles, (B) 
eADF4(C16)RGD particles, (C) eADF4(C16)R8G and (D) eADF4(κ16) particles, each in the absence and presence 
model drug as indicated. 
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ABSTRACT: Silks are a class of proteinaceous materials
produced by arthropods for various purposes. Spider dragline
silk is known for its outstanding mechanical properties, and it
shows high biocompatibility, good biodegradability, and a lack
of immunogenicity and allergenicity. The silk produced by the
mulberry silkworm B. mori has been used as a textile ﬁber and
in medical devices for a long time. Here, recent progress in the
processing of diﬀerent silk materials into highly tailored
isotropic and anisotropic coatings for biomedical applications
such as tissue engineering, cell adhesion, and implant coatings
as well as for optics and biosensors is reviewed.
KEYWORDS: spider silk, silkworm silk, processing, biomedical application, biosensor, optics
1. INTRODUCTION
Silks, like keratins and collagens,1−3 are based on a class of
structural proteins with highly repetitive amino acid sequences.
The proteins are stored in a soluble state and are assembled
into solid extracorporeal ﬁbers when sheared or “spun”.
Humans have exploited silkworm silk (from Bombyx mori)
for millennia, primarily for textiles. Silks produced by spiders
have also been used for centuries, for example by Polynesians
for ﬁshing and by Romans and Greeks as wound dressing and
sutures.4,5 Because of the outstanding mechanical properties of
spider silk compared to other synthetic and natural ﬁbers,6−10
their biocompatibility and good biodegradability and lack of
immunogenicity and allergenicity, many more technical and
biomedical applications are conceivable. Importantly, unlike in
nature, spider silk proteins (either regenerated from silk ﬁbers
or recombinantly produced) can also be technically processed
into nonﬁbrous morphologies. Here, we highlight recent work
on the processing and applications of proteins derived from
spider silk (e.g., Araneus diadematus, Nephila clavipes), mulberry
silkworm (B. mori), and lacewing silk (e.g., Chrysopa carnea,
Mallada signata, and Chrysopa f lava) into β-sheet-rich coatings
and ﬁlms.
1.1. β-Crystalline Silks. Almost all arthropods can produce
silk, each with a speciﬁc structural feature (e.g., helical, coiled-
coil, β-sheet, etc.) tailored to speciﬁc purposes. This review
focuses on β-crystalline silks, which are produced by larvae of
mulberry silkworms (B. mori), lacewings (Chrysopidae), and orb
weaving spiders (Araneae).
1.1.1. Silkworm Silk. B. mori silk has been well characterized,
and there exist numerous reviews on its properties6,11 and
applications.12−14 During metamorphosis, silkworms produce
silk cocoons for protection. The silk ﬁbers are composed of two
silk ﬁbroins (SF), the heavy chain (325 kDa) and the light
chain (25 kDa), which are connected by a disulﬁde bond15 and
complexed by the small glycoprotein P25 (30 kDa).16 The
proteins have been thoroughly investigated and reviewed.17−19
The main structural elements of this material are repeats of the
GAGAGS motif, which forms antiparallel β-sheet structures
because of intra- and intermolecular hydrogen bonding.20 The
ﬁbers are coated with the glue-like glycoprotein sericin, which
has to be removed (degumming)21−23 prior to processing for
use in medical applications because it can cause immuno-
reactions.24−27 It is advantageous that silkworms can be reared
in captivity, and the silk can be obtained in great quantities.
1.1.2. Lacewing Silk. To protect their eggs from predators,
female lacewings lay their eggs on the ends of silk stalks
attached to substrates such as the lower side of leaves. These
ﬁbers show unusual bending stiﬀness based on the structural
features of the underlying silk proteins (see also section
1.1.4.).28 The amino acid composition29 and the cross-β-
structure30 of egg stalk silk were ﬁrst described in the 1950s.
Fifty years later, researchers from Tara Sutherland’s group
analyzed the lacewing silk of M. signata and identiﬁed two
proteins: MalXB1 (109 kDa) and MalXB2 (67 kDa). MalXB1
is the main component of egg stalk silk and comprises a serine-,
alanine- and glycine-rich tandem repeat.31 In another lacewing
species (C. carnea), at least ﬁve individual proteins were
identiﬁed in the egg stalk silk dope.32
1.1.3. Spider Silk. Web spinning spiders (Araneae) are
probably the best-evolved β-crystalline silk producers with the
most specialized silk ﬁbers. Female orb-weaving spiders, such as
Nephila clavipes and the European garden spider Araneus
diadematus, can produce up to seven diﬀerent types of silk with
task dependent properties.33 There exist numerous reviews and
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articles summarizing the biology,11,34,35 structure36,37 and
mechanical properties6,38−40 of spider silk. Here, we focus on
major ampullate (MA) silk, which is produced in the MA gland.
This MA silk is used as the outer frame and radii of a spider’s
web and as its lifeline.41 MA silk has a very high tensile strength
and the highest toughness of all known natural as well as
synthetic ﬁbers.3,6,38,42−44 MA silk is mainly composed of
spidroins (spider f ibroin) and is divided into two classes
(MaSp1 and MaSp2) according to its proline content. MaSp1
has a low proline content and MaSp2 is proline-rich. The
physical and related mechanical properties, such as breaking
strain, of MA silk are directly inﬂuenced by the proline
content.45 MA spidroins generally contain a repetitive core with
individual amino acid motifs repeated up to 100 times
accounting for over 90% of the sequences.46 The core domain
is ﬂanked by nonrepetitive amino- and carboxy-terminal
domains, which are highly conserved between diﬀerent silks
and between spider species. These terminal domains mediate
the storage and assembly of the spider silk proteins.47,48 MA
silk ﬁbers are coated with a very thin shell of glycosylated
proteins, lipids, minor ampullate spidroins and other
proteins.49,50 However, these shell compounds are, in contrast
to sericin from B. mori,51 not immunogenic, making MA silk an
interesting biomaterial for biomedical applications.
1.1.4. Comparison of β-Crystallinity in Silkworm, Lace-
wing, and Spider MA Silk. The β-sheet content of MA silk
(11−46% N. clavipes,20,52,53 34−35% A. diadematus,54 46%
Nephila edulis55) is similar to that of B. mori silk (40−55%).20,52
Both silk materials form antiparallel β-sheets aligned along the
thread axis. The β-sheets form crystalline-like regions
embedded in an amorphous matrix, but also the presence of
a so-called interphase was proposed. In contrast to B. mori and
MA silk, Lacewing egg stalk silk shows an unusual β-sheet
structure (content: 20−40%)28,32 called cross-β structure,
where β-strands are aligned perpendicular to the ﬁber axis.30
The evidence for two diﬀerent types of β-sheets in N. clavipes
MA silk and B. mori silk was shown by hydrogen−deuterium
exchange experiments. Crystalline β-sheets are D2O-inacces-
sible and the β-sheets building the interphase are D2O-
accessible. The water-accessible interphase consists of weaker
hydrogen bonded β-sheets. MA and B. mori silk diﬀer in the
fraction of the interphase which is signiﬁcantly higher in case of
MA silk (27 ± 3%) than in B. mori silk (8 ± 3%).53 In the case
of B. mori silk, crystalline as well as interphase β-sheets are
likely formed by GAGAGS motifs. In MA silk, crystalline β-
sheets are formed by polyalanine (An) regions, and AG and
GGA blocks ﬂanking the An regions are suggested to be present
in β-sheets also.52,53 The interphase probably contains GXG (X
= Q, Y, L, R) motifs. A three-phase model was postulated
where the crystalline regions are ﬂanked by an interphase which
is assumed to act as a transition zone between crystalline β-
sheets and the surrounding amorphous phase.53,56 The
structural organization allows to describe the properties of
spider silk using a hierarchical model.57
1.2. Natural vs Recombinant Silk Production. To
exploit the manifold properties of silk, it can be advantageous
to investigate the isolated underlying proteins. Silks can be
harvested from their natural sources (i.e., for example of B. mori
cocoons). The silk is degummed by boiling the cocoons in 0.02
M Na2CO3, and the degummed ﬁbers are dissolved in strong
chaotropic agents (e.g., 9.3 M LiBr), yielding soluble silk
ﬁbroins called regenerated silk ﬁbroin (RSF). Because B. mori
silk has been produced by sericulture (silk farming) for
centuries, RSF has been available for investigations for decades.
In contrast, spiders cannot be farmed because they are
typically territorial and cannibalistic13,47−50 and produce silk of
lower quality when held in captivity.8,34,58 Although lacewings
are bred commercially (they are used as pest control), the
quantity of silk produced by each individual is too small for
practical applications. In both cases, as an alternative to
obtaining silk proteins from natural sources, recombinant
strategies for producing silk proteins have been developed, but
only a short overview is given here. For more detailed
information on natural and synthetic spider silk genes, the
reader is referred to Heidebrecht and Scheibel and references
therein.59 Diﬀerent approaches for producing silk proteins in
diﬀerent host organisms have failed mainly because of the
repetitive character of the gene sequences rich in guanine and
Figure 1. Scheme of recombinant silk production. Step 1, extracting genetic information; step 2, decoding the extracted DNA; step 3, reverse
translation and gene engineering; step 4, ligation of insert DNA into the plasmid DNA; step 5, transfer of plasmid into host organism; step 6,
fermentation; step 7, puriﬁcation.
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cytosine. A successful approach was the construction of
synthetic sequences based on natural motifs (Figure 1, step
1−2) and adapting the gene sequences to the codon usage of
diﬀerent host systems like bacteria (e.g., Escherichia coli) or
yeast (e.g., Pichia pastoris) (Figure 1, step 3−5).60−63 A similar
strategy was performed for a recombinant egg stalk protein
(RESP).32 The biotechnological production (Figure 1, step 6)
yields silk proteins as primary material for further processing
(Figure 1, step 7), but also allows the modiﬁcation of proteins
genetically. Synthetic analogues can be produced with targeted
modiﬁcations to get desired material characteristics,64 giving
access to a broad range of applications.
2. PROCESSING OF SILK PROTEINS
The processing of silk proteins includes preparation of silk
protein solutions (Figure 2 (I)), controlling materials proper-
ties (Figure 2 (II) & (IV)) and processing methods (Figure 2
(III)). Regenerated silk ﬁbroin (RSF), recombinant egg stalk
proteins (RESP) and recombinant spider silk proteins (RSSP)
can be easily processed into diﬀerent morphologies like
nonwoven mats, ﬁlms and coatings.
2.1. Preparation of Silk Solutions. At ﬁrst, silk proteins
are dissolved in a denaturating agent to prepare processable silk
protein solutions (Figure 2 (I)). Such denaturating agents are
chaotropic salts like lithium bromide (LiBr), lithium
thiocyanate (LiSCN), guanidinium thiocyanate (GdmSCN),
or guanidinium hydrochloride (GdmHCl). Chaotropic salts can
easily be exchanged via dialysis (Figure 2 (I,i)). Alternatively,
Figure 2. Schematic overview of silk processing. After (I) preparing the silk solutions, the materials properties can be controlled (II) before and (IV)
after (III) further processing steps.
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silk proteins can be dissolved in ﬂuorinated organic solvents
like hexaﬂuoroisopropanol (HFIP) and hexaﬂuoroacetone
(HFA) (Figure 2 (I,ii)) or acids like formic acid (FA) (Figure
2 (I,iii)). Also, ionic liquids like 1-butyl-3-methylimidazolium
chloride (BMIM Cl), 1-ethyl-3-methylimidazolium chloride
(EMIM Cl), and 1-butyl-2,3-dimethylimidazolium chloride
(DMBIM Cl) can act as denaturating agents (Figure 2
(I,iv)).65,66
2.2. Additives for Controlling Silk Properties. After
preparing the initial silk protein solution, additional substances
like plasticizers (e.g., glycerol67−69), polymers or proteins can
be added before or during processing the silk materials (Figure
2 (II,i)). A broad range of material blends and composite
materials containing silk proteins have been analyzed in the
past, including synthetic polymers, biopolymers, and inorganic
materials as additives. An overview on additives is given in
Table 1. For details concerning composite materials based on
silk the reader is referred to Hardy et al.70
2.3. Processing Methods of Silk and Silk Blends. Silk
proteins and blended silk materials can be processed into ﬁlms
and coatings using various processing techniques (Figure 2
(III)) resulting in diﬀerent morphologies. Films can be cast or
printed e.g. using lithography71 yielding 2D and 3D structured
isotropic or anisotropic micro- or nanopatterned surfaces.72
Thin coatings can easily be prepared by dip or spin coating.73,74
Using spin coating, the silk proteins can self-assemble due to
shear-forces as described for native SF.75 Zeplin and co-workers
used dip coating to modify the surface of breast implants using
RSSP (for details see part 3.1).76 Other methods for generating
thin silk ﬁlms are for example the Langmuir−Blodgett (LB)
technique77 and layer-by-layer (LbL) techniques.78
Nonwoven mats represent a completely diﬀerent type of silk
coating which can be produced e.g. by electrospinning79,80 out
of diﬀerent solvents.81−84 The silk protein solution or material
blend is extruded from a syringe, and an electric ﬁeld between
the syringe and the collector plate accelerates the solution and
the solvent evaporates. The resulting ﬁbers can be deposited
directly on any kind of substrate that is placed on the collector
plate. Particles, too, can be deposited on substrates by
electrophoretic deposition.85−87
Besides homogeneous ﬁlms and coatings, materials with
gradually changing properties, as found in biological systems
(e.g., mussel byssus), are useful for various applications.88
Fibroin/gelatin blends show a wide range of Young’s moduli
depending on the mixing ratio.12,70 Gradient ﬁlms were cast
using glycerol-plasticized gelatin and 0−40% RSF, leading to a
gradient material on a centimeter scale with a highly
reproducible and smooth mechanical gradient with moduli
from 160 to 550 MPa.89
2.3.1. Inﬂuence of Solvent and Post-Treatment on Silk
Film Properties. Films can be cast from diﬀerent solvents such
as aqueous buﬀers, organic or ionic liquids (Figure 2 (III,i))
and obtained through simple solvent evaporation. The
secondary structure of the silk proteins is dependent on the
initial solvent and is, therefore, controllable. Fluorinated
solvents induce α-helical structure in silk proteins. Films cast
out of HFIP show a high amount of α-helical structures (RSF;90
RSSP91−93), whereas ﬁlms cast out of formic acid or water show
higher β-sheet content.90,94−97 RESP dissolved in HFA also has
primarily α-helical structure, and therefore, ﬁlms cast from
these solutions have to be post-treated to yield more stable
structures.32 In case of RSSP, the initial solvent has no inﬂuence
on the thermal stability of ﬁlms made of a recombinantly
produced engineered A. diadematus ﬁbroin (eADF4(C16)62),
where thermal decomposition starts around 270 °C. In
contrast, the initial solvent showed a clear impact on the
mechanical properties of the ﬁlms.98
Furthermore, surface hydrophobicity can be controlled by
casting conditions as shown in the following experiments with
ﬁlms made of RSSP. eADF4(C16) ﬁlms with a thickness of 9−
11 μm were cast out of aqueous buﬀer (10 mM NH4HCO3),
HFIP, and FA on poly(tetraﬂuoroethylene) (PTFE; Teﬂon),
polystyrene (PS) and glass at 30% relative humidity and 20 °C.
The ﬁlms showed diﬀerent surface hydrophobicities depending
on the hydrophobicity of the substrate used to cast the ﬁlms on.
After post-treatment with methanol, the surface hydrophobicity
was analyzed by contact angle measurements at the ﬁlm−air
interface. Films cast on hydrophilic glass substrates were more
hydrophobic at that surface in comparison to ﬁlms cast on
hydrophobic PS and PTFE substrates (Figure 3A). A structural
model of microphase separation of silk proteins based on the
amphiphilic nature of the silk protein was generated, in which
nonhydrophilic polyalanine stretches are arranged into packed
β-sheet crystallites causing water exclusion, and hydrophilic
Table 1. Overview of Synthetic Polymers, Biopolymers and Inorganic Materials for Silk-Based Composite Materials and
Blendsa
synthetic polymer biopolymers inorganic materials
nonbiodegradable biodegradable proteins polysaccharides particles biominerals
carbon nanotubes poly(aspartic acid) collagen alginate silver nanoparticles calcium
carbonate
nylon66 poly(ε-caprolactone) enzymes cellulose gold nanoparticles calcium
phosphate
polyacrylamide poly(ε-caprolactone-co-D,L-
lactide)
ﬁbroins cellulose xanthate
(viscose)
transition metal oxides and
sulﬁdes
silica
polyacrylonitrile poly(carbonate-urethane) gelatin chitin
polyallylamine poly(lactic-co-glycolic acid) green ﬂuorescent
protein
chitosan
polyepoxide poly(lactic acid) growth factors hyaluronic acid
poly(ethylene
glycol)
polyurethane keratin
polypyrrole sericin
polystyrene spidroins
poly(vinyl alcohol)
aFor details about silk composite materials, the reader is referred to Hardy et al.70
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glycine-rich motifs remain in unstructured or helical con-
formations (Figure 3B).99 On hydrophilic templates like glass,
hydrophilic silk regions are oriented toward the substrate, and
the hydrophobic polyalanine stretches are organized into
micellar-like structures or oriented away from the hydrophilic
bulk to the silk-air interface, inducing a hydrophobic ﬁlm
surface. On hydrophobic templates, e.g., PTFE, the hydro-
phobic silk regions are oriented toward the substrate, and the
hydrophilic blocks are organized into micellar-like structures or
oriented away from the hydrophobic bulk to the silk-air
interface.99 Microphase separation is a common eﬀect of block
copolymers, and RSF can also be described as multiblock
polymer composed of crystallizable and uncrystallizable blocks.
β-sheet crystallization is therefore spatially limited by micro-
phase separation of the two diﬀerent blocks.100 Furthermore,
Cebe et al. performed fast scanning chip calorimetry with RSF
and reported the ﬁrst reversible melting of β-sheet crystals
similar to the behavior of lamellar crystals composed of
synthetic polymers.101
In the case of RSF, Lawrence and co-workers demonstrated
the inﬂuence of RSF ﬁlm hydration on material properties
depending on the processing technique. Methanol treated RSF
ﬁlms showed a less-ordered secondary structure arrangement
than water annealed RSF ﬁlms. The methanol treated ﬁlms had
a higher water absorbing capacity and reached higher oxygen
permeability rates.102
2.3.2. Processing Techniques for Adopting Diﬀerent
Surface Topographies. It is possible to produce structured
micro- and nanopatterned silk protein surfaces by common
micro- and nanopatterning methods. For example, RSF
microstructures have been assembled by rapid transfer-based
micropatterning and dry etching103 and RSSP microstructures
by solvent-assisted microcontact molding and capillary transfer
lithography.104 Micropatterned ﬁlms made of RSF were cast on
poly(dimethylsiloxane) PDMS replica molds to transfer surface
structures of patterned surfaces to silk ﬁlms,105,106 and
micropatterned ﬁlms made of RSSP and RESP have also
been processed for controllable cell adhesion, cell growth and
cell orientation (for details, see section 3.1.1).9 The RSSP/
RESP patterns were made using photolithographically
produced silicon templates to generate a microstructured
PDMS negative which was placed on a smooth cast silk protein
ﬁlm (RSSP or RESP). Then, the second silk solution was
soaked into the molds by capillary forces. After evaporation of
the solvent, the PDMS stamp was removed yielding a patterned
silk ﬁlm.9
2.3.3. Inﬂuencing Silk Film Properties Using Chemical
Modiﬁcations. Various coupling reactions can be used for
chemical modiﬁcation (Figure 2 (II,ii) & (IV,i)) of silk proteins
depending on their amino acid composition i.e. the number and
type of functional groups. In the case of B. mori SF, the most
abundant reactive amino acid residues of the heavy chain are
threonine, serine, tyrosine, aspartic acid and glutamic acid.
Common coupling reactions used for chemical modiﬁcation of
these amino acids are cyanuric chloride-activated coupling,
carbiodiimide coupling, and reaction with glutaraldehyde.
Further, amino acids can be modiﬁed by arginine masking
and sulfation and azo-modiﬁcation of tyrosine. For details about
these chemical modiﬁcations the reader is referred to Murphy
and Kaplan and references therein.107
Huemmerich and co-workers modiﬁed ﬁlms made of the
RSSP eADF4(C16) by carbodiimide activation of the carboxy
groups of glutamate residues and the carboxy-terminus (overall
17 reactive sites) for reaction with amines in solution. The
coupling of ﬂuorophores and of the enzyme β-galactosidase was
successfully shown with RSSP.92 For biomedical applications
cell binding properties can be inﬂuenced by cell binding
peptides like RGD-motifs which were coupled by thiol
chemistry to RSSP (eADF4(C16)) ﬁlms and by carbodiimide
coupling to RSF ﬁlms to improve cell adhesion (see section
3.1.1.).107,108 In the case of RSSPs, like eADF4(C16) which do
not have cysteine residues in their sequence, the protein can be
genetically modiﬁed during production (see chapter 1.2), for
example, with a cysteine-containing tag at the amino-terminus.
The eADF4(C16)ntagCys-ﬁlm surfaces expose the thiol groups of
the cysteines, allowing controlled and speciﬁc modiﬁcation with
reagents containing a maleimido function.74 Maleimido-
ﬂuorescein, biotin maleimide, RGD-motifs, β-galactosidase
and monomaleimido-nanogold (d = 1.4 nm) could be
successfully coupled to the silk ﬁlm surface.74 It was also
possible to covalently attach sulfonic acid groups to tyrosine of
RSF using diazonium coupling. The negatively charged and
hydrophilic sulfonic acid groups can selectively promote pyrrole
absorption to sulfonic acid modiﬁed RSF ﬁlms, yielding
conductive polypyrrole patterns on silk surfaces by printing
or stamping inks made of sulfonic acid-modiﬁed RSF on RSF
ﬁlms. Pyrrole adheres selectively to the acid modiﬁed RSF and
sets up conductive structures out of polypyrrole after
polymerization.109
2.4. Post-Treatment. Post-treatment of processed silk
proteins (Figure 2 (IV,ii)) can be used to increase the β-sheet
content of a silk material resulting in more stable and water
insoluble protein materials.80,110,111 The structural change from
Figure 3. (A) Surface hydrophobicity of eADF4(C16) ﬁlms
dependent on the substrate and the solvent used, determined by
water contact angle measurements. Uncoated substrates (u.s.) were
measured as reference. (B) Inﬂuence of the template on the secondary
structure of eADF4(C16). Reproduced with permission from ref 99.
Copyright 2012 The Royal Society of Chemistry.
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α-helical and random coil structures to β-sheets and can be
induced by temperature,112 alcohols (e.g., methanol, ethanol, 2-
propanol),92,93,95,111 humidity and water vapor,113 high
pressure,114 mechanical stretching,115 and cosmotropic salt
solutions (e.g., 1 M potassium phosphate).93,116 Anisotropic
materials can also be produced by post-treatment leading to
alignment of the underlying structural elements. Both types of
processing inﬂuence the mechanical properties of the resulting
materials.13,20,117
3. APPLICATIONS OF SILK FILMS, COATINGS, AND
NONWOVEN MATS
3.1. Tissue Engineering and Medical Applications. Silk
shows interesting features such as biodegradability and
b iocompa t i b i l i t y ( r e v i ewed in Lea l -Ega ñ a and
Scheibel14),118,119 and nothing has been reported concerning
allergies against pure silk materials, probably based on low or
no inﬂammatory responses when in contact with animals and
humans.119 Nonwoven mats have been applied as wound
dressings, coatings, or scaﬀolds,120,121 and silk ﬁlms have been
investigated as coatings and wound dressings as well as drug
delivery systems.122
B. mori silk has been reported to cause allergic reactions and
immune responses when using so-called “virgin silk” (silk
directly obtained from the silkworm), whereas removing sericin
from the silk ﬁbers (i.e., degumming) yields a material that
c a u s e s n o a l l e r g i c r e a c t i o n a n d / o r immun e
response.24−27,123−127 MA spider silk is not coated with glue,
therefore, MA silk causes no allergic reactions/immune
response like virgin silk. In the case of lacewing egg stalk silk,
it is currently not known if it causes allergic reactions and/or
immune responses because not all the proteins have been
identiﬁed and tested yet.
The properties of silk ﬁlms (hydrophobicity, water-contact-
angle, secondary structure, etc.) diﬀer because of the protein
used, the solvent, template surface, post-treatment, and ﬁlm
thickness as mentioned above,98,99,113,128,129 with dramatic
impact on cell organization, adhesion, and proliferation when
used as a scaﬀold. Cell interactions with surfaces or other cells
are mainly mediated by the integrin protein family.130 Binding
motifs recognized by integrins are present in proteins of the
extracellular matrix (ECM) (e.g., laminin, collagen, ﬁbronec-
tin).130−132 Therefore, it is also of great importance how such
ECM proteins interact with a “technical” surface (such as in silk
scaﬀolds). Below we will give an overview of general aspects of
cell−silk surface interactions followed by a more detailed
description of recent results (from the last 10 years) concerning
putative medical applications of silk scaﬀolds.
3.1.1. Cell−silk Surface Interactions and Silk Surface
Modiﬁcations for Improved Cell Binding. Generally, weak cell
attachment has been detected on RSF, RSSP, and RESP ﬁlms
(Figure 4A), such as for osteoblast-like cells SaOs-2 on RSF133
or BALB/3T3 ﬁbroblasts on eADF4(C16) RSSP and RESP
ﬁlms.9,108,120 Cells on these silk ﬁlms are round and form cell
aggregates (i.e., cell−cell interactions instead of cell−matrix
interactions).108,120,134 SaOs-2 cells up-regulated the produc-
tion of ECM proteins (100%) such as collagen type I-α or
alkaline phosphatase on RSF ﬁlms, whereas ﬁbroblasts up-
regulated collagen-I on RSSP (eADF4(C16)) ﬁlms as a result
of weak attachment.120,135 Weak cell attachment can be partly
explained by the absence of cell recognition motifs.136
Furthermore, RSF and RSSP (eADF4(C16)) are negatively
charged proteins under cell culture conditions, which is also not
conducive for cell attachment because cell surfaces are also
negatively charged.137,138 In contrast, ﬁlms made of the
Figure 4. Cell adhesion on diﬀerent silk morphologies and on
modiﬁed silk ﬁlms. (A) Cells were seeded on ﬂat RSSP (eADF4(C16)
ﬁlms cast from HFIP). Low cell adhesion and round-shaped cell
morphologies of BALB/3T3 ﬁbroblasts are detected. (B) RGD-
modiﬁed eADF4(C16) ﬁlms show improved cell adhesion and cell
spreading. The surface topography can be altered (C) with patterning
or (D) by creating nonwoven meshes. Both approaches have a large
impact on cell adhesion and orientation.9,106,120,139,146,151,152 Scale
bars: (A−C) 200 μm; (D) 10 μm.
Figure 5. Optical elements made of silk. (a) silk lens, (b) 12 × 12 silk
lens array, (c) scheme showing the approach for generating images, (d,
e) diﬀerent projected patterns obtained from propagation of a white
light laser source through 2D, 64 phase level diﬀraction patterns. The
images are taken in the far ﬁeld at a distance of 10 cm from the silk
optical element. (Masters from Digital Optics Inc., Tessera
Corporation). Reproduced with permission from ref 168. Copyright
2008 American Chemical Society.
ACS Applied Materials & Interfaces Review
dx.doi.org/10.1021/am5008479 | ACS Appl. Mater. Interfaces 2014, 6, 15611−1562515616
positively charged RSSP (4RepCT) allowed cell attachment
similar to control plates.139 But on RESP (N[AS]8C) ﬁlms, also
consisting of a positively charged protein, cell adhesion is quite
low and the few cells detected on these ﬁlms show a round
morphology.9
One strategy to improve poor cell−silk surface interactions is
to modify silk surfaces with recognition motifs (i.e., peptides)
like the integrin binding motif RGD from ﬁbronectin (Figure
4B).22,108,133,140,141 Silk proteins can be modiﬁed genetically (in
case of recombinant versions) or coupled chemically in all cases
with RGD motifs. Here, a few examples will highlight the
usability of such experimental set-ups. RGD-modiﬁed silk
surfaces showed improved cell adhesion properties, and this
eﬀect could be detected for ﬁlms made of negatively as well as
for positively charged silk proteins.108,142 In this context,
researchers have created diﬀerent blended RSF ﬁlms with a
synthetic RGD-containing spidroin for the analysis of
osteoblastic diﬀerentiation,143 analyzing the adhesion, prolifer-
ation and diﬀerentiation of an osteoblast precursor cell line
(MC3T3-E1) on blended ﬁlms (diﬀerent RGD content
accompanied by a diﬀerent crystallinity). Increased crystallinity
stabilizes the ﬁlm and results in increased numbers of adherent
cells, but no dependency of cellular diﬀerentiation was noted
due to the β-sheet content. A ratio of 90:10 RSF to RGD-
spidroin was optimal for the increased ﬁlm stability and cell
attachment. Another strategy to improve cell binding can be the
coupling of macromolecules from the ECM (e.g., glycopol-
ymers) to silk ﬁlms.144,145 RSSP ﬁlms (e.g., eADF4(C16))
modiﬁed this way showed improved cell adhesion, and the
morphology of the cells changed from round (unmodiﬁed
ﬁlms) to spread (modiﬁed ﬁlms).144
Other peptides can be also suitable for increasing cell
interactions with scaﬀolds and can lead to bone regeneration.
Foo et al.146 for example, modiﬁed the surface of RSSP 15mer
ﬁlms and electrospun ﬁbers (nonwoven meshes) with the cell
recognition motif RGD or a R5 peptide (a siliciﬁcation
inducing domain), which could be beneﬁcial in the ﬁeld of
bone regeneration. Siliciﬁcation could be only detected in the
presence of the R5 peptide. Mieszawska and co-workers152,153
were interested in silk-silica composite ﬁlms and the behavior of
human mesenchymal stem cells (hMSCs) seeded thereon. The
RSF solution and silica solution (containing silica particles of
Figure 6. Schematic representation of ﬁve-layer LbL ﬁlm of SF/NS5A-1 (1) and RSF (2) assembled onto carbon screen-printed electrodes.
Reproduced with permission from ref 176.
Figure 7. SEM images of transfer imprinted plasmonic nanodot arrays on doped silk ﬁbroin ﬁlms: (a) Periodic pattern of a = 400 nm and (b) bow
tie structures with gaps of 40 nm. SEM images of transfer imprinted plasmonic nanohole arrays on doped silk ﬁbrion ﬁlms: (c) Periodic pattern of a
= 600 nm and (d) α2 spiral array with aave = 308 nm. Reproduced with permission from ref 182. Copyright 2012 Wiley−VCH.
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24 nm, 500 nm, or 2 μm in diameter) were cast together on a
cell culture plate and post-treated with methanol, yielding good
proliferation rates of hMSCs as well as high cell densities.
Osteogenic markers were up-regulated, and an increased
formation of collagen/calcium phosphate was detected in the
ECM, indicating osteoinductive properties of RSF/silica
ﬁlms.147,148
Cell attachment and proliferation, the polarity, morphology
and cytoskeleton reorganization of bound cells, can be
inﬂuenced by cell recognition motifs and the topography of a
silk ﬁlm’s surface.149,150 On ﬂat ﬁlms made of RSSP
(eADF4(C16)) or RESP (N[AS]8C), BALB/3T3 ﬁbroblast
adhesion was very weak.9,108 BALB/3T3 ﬁbroblasts as well as
C2C12 myoblasts seeded on patterned ﬁlms of eADF4(C16)/
N[AS]8C, with eADF4(C16) being the bottom layer, adhered
in the grooves and proliferated better than on ﬁlms of each
individual protein. The cells aligned within the grooves and
myoblasts even started to form myotubes, which is an
important ﬁrst step toward skeletal muscle regeneration (Figure
4C). Surprisingly, RGD-modiﬁed RSSP (eADF4(C16)) ﬁlms
as a ground layer did not result in signiﬁcantly increased cell
binding.9
An alternative to changing surface topography of silk ﬁlms is
the production of silk nonwoven meshes as a coating of
substrates (Figure 4D). Nonwoven meshes with ﬁber diameters
of 10−70 μm of RSSP (4RepCT) did not show improved cell
adhesion and proliferation compared to smooth ﬁlms.139
However, hybrid matrices made of a bottom ﬁlm layer on
which a nonwoven mesh (diameter of ﬁbers: 10−70 μm) was
applied showed improved cell adhesion compared to smooth
ﬁlms or nonwoven meshes alone.139 Cells like the vascular cell
line HAECs or HCASMCs as well as endothelian cell line PIEC
grew better on RSF nonwoven meshes (ﬁber diameter: 1016
nm151 and 377 nm ±77 nm152) than on smooth RSF
ﬁlms.151,152 Similar results were obtained by seeding BALB/
3T3 ﬁbroblasts on RSSP (eADF4(C16)) nonwoven meshes.120
Nonwoven meshes with diﬀerent ﬁber diameters (between 150
and 680 nm) were produced, and ﬁbroblasts seeded thereon.
The adhesion and proliferation rate of the cells increased with
increasing ﬁber diameter likely due to the relation of
cytoskeleton organization and space between the ﬁbers of the
mesh.
Patterned RSF ﬁlms of diﬀerent widths and depths were also
used to orient mesenchymal stem cells (MSC) for compact
bone regeneration.106 One pattern in particular (3500 nm
width/500 nm depth) induced osteogenic diﬀerentiation, a
robust cell alignment and also ECM production similar to
native cortical bone.
Neural stem cells were also cultured on ﬁlms made of the
positively charged RSSP (4RepCT). Cell adhesion and
proliferation was comparable to the positive control (cell
culture plates speciﬁcally treated for nerve cell cultivation).153
Patterned ﬁlms of negatively charged RSF with electrodes
incorporated for axon alignment and outgrowth stimulation
yielded varying results.154 Stimulating the cells and monitoring
over 3−5 days showed that the neural stem cells (P19) were
Figure 8. Schematics of fabrication processes for passive silk sensors.
(a) Inkjet printing of functional components directly on the silk
substrate. (b) Shadow-mask transfer. c) Casting-lift-oﬀ process.
Functional components are fabricated directly on silanized silicon
wafers. Silk is cast directly onto the silicon substrate, and the functional
components are transferred onto the silk surface after drying under
ambient conditions. (d) Direct transfer. Functionalized surfaces are
applied to the silk substrate along with heat and pressure. Removal of
the original substrate leaves the functional components on the surface
of the silk substrate. (e) Example of a GHz resonant coil on silk,
fabricated using the silk transfer applied micropatterning process
(STAMP). (f) THz resonant silk metamaterial array, fabricated via
shadow mask deposition. (g) Au nanoparticle array on silk, fabricated
using direct transfer. Reproduced with permission from ref 184.
Copyright 2012 Wiley−VCH.
Figure 9. Rapid transfer of silk antennas onto curved substrates. (1)
Water vapor is applied to the back of noncrystalline functionalized silk
ﬁlms, yielding (2) a functionalized ﬁlm of which the back surface of the
ﬁlm has been partially molten. (3) The quasi-molten surface is
conformally applied to arbitrary surfaces, yielding (4, 5) functional
sensors thereon. Reproduced with permission from ref 184. Copyright
2012 Wiley−VCH.
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growing, orientating along the grooves, and their axons aligned
and grew out. However, after several days, the cells started to
detach from the RSF surfaces. Not only RSF ﬁlms but also
ﬁbers were used for nerve regeneration, which are not discussed
further here. However, RSF ﬁbers with a quite small diameter
(400 nm) are more favorable to the development and
maturation of neurons.105
3.1.2. Implants Made of or Coated with Silk. Animals with
implants coated with silk generally show low levels of
inﬂammation markers like cytokines.76,119,155 Zeplin and co-
workers coated silicone breast implants with RSSP with the aim
of reducing the risk of capsular ﬁbrosis.76 Fibroblasts, which are
critically involved in ﬁbrosis, show decreased proliferation rates
on spider silk coated silicone implants in comparison to
uncoated ones. Primary human monocytes involved in ﬁbrosis
showed a signiﬁcantly reduced diﬀerentiation into CD68-
positive macrophages (histiocytes). Upon implantation into
subcutaneous pockets of Spraque-Dawley rats, the coated
implants were well-tolerated, and no wound healing disorders
were detectable. Importantly, no liver granulomas and
alterations of lymph nodes were detected, excluding the
presence of infections or epitopic inﬂammation. After
explantation, histological examinations of the uncoated im-
plants showed periprosthetic tissue rich in ﬁbroblasts and
histiocytes organized in multiple cell layers, whereas silk-coated
implants were surrounded by signiﬁcantly fewer cells organized
in only two layers. Additionally, the expression levels of several
other ﬁbrosis/inﬂammatory markers were signiﬁcantly reduced.
For speciﬁc biomedical applications, enzymes and proteins
can be coupled to silk ﬁlms. Several speciﬁc proteins can be
used for bone or dentin regeneration and some selected
examples are explained in detail. The bone morphogenetic
protein 2 (BMP-2) stimulates osteogenesis and was covalently
bound to RSF ﬁlms. BMP-2 silk ﬁlms were more eﬃcient in
inducing osteogenic diﬀerentiation of bMSCs (bone mesen-
chymal stem cells) than free BMP-2 or a control silk ﬁlm
without BMP-2.156 The dentin matrix protein 1 (DMP-1) is
involved in nucleation and orients crystallization of hydrox-
yapatite within teeth, which is a prerequisite for their
remarkable toughness and hardness.157 Recently, RSSP/DMP-
1 hybrids were analyzed versus plain RSSP ﬁlms concerning
biomineralization, i.e., the growth of hydroxyapatite crystals on
the ﬁlm surfaces. Films containing the DMP-1 protein were
biomineralized, whereas ﬁlms without DMP-1 did not induce
biomineralization. Biomineralized RSF scaﬀolds were also used
as bone grafts to repair canine inferior mandibular border
defects.158 The combination of bMSCs and apatite silk scaﬀolds
led to fully repaired mandible defects in large animals, whereas
the scaﬀold or bMSC alone showed incomplete bone repair 6
months after implantation. Furthermore, RSF can be processed
directly into bone screws for ﬁxation devices.159 For better
bone ingrowth into these implants or healing regulation, the
RSF screws could be easily modiﬁed with BMP-2 protein or
antibiotics to prevent infections.
For peripheral nerve repair Gu and co-workers fabricated a
chitosan/RSF based scaﬀold.55 For creation of a Schwann cell
(SCs)-derived coating they were seeded on RSF/chitosan
conduits for 14 days. By implanting the SC-derived ECM
chitosan/RSF scaﬀold into rats the scaﬀold supported axonal
outgrowth at an early regenerative stage and nerve regener-
ation. Although the new composite scaﬀold was not better than
the acellular scaﬀold, it provided several advantages like
pathogen-free production.
For application of silk scaﬀolds or coatings of implants in
vivo, sometimes antibiotics or an antibacterial surface are
required. Therefore, silver ions, known to be antimicrobial,
were bound through a silver binding peptide to RSSP to yield
antimicrobial silk surfaces.160 In another series of experiments,
antibiotics were loaded into RSF ﬁlms which were incubated
with E. coli and Staphylococcus aureus.161 The antibiotic-loaded
RSF ﬁlms suppressed bacterial growth completely. RSSP ﬁlms
coupled with antimicrobial peptides also showed antimicrobial
properties in tests with E. coli and S. aureus, whereas the
simultaneously tested cell line (SaOs-2) was not aﬀected.162
3.2. Silk Optics and Biosensors. Silk ﬁlms and coatings
can also be used in optical devices or biosensors and various
applications mainly using B. mori ﬁbroin have been reported,
and some of them are highlighted herein. The oxygen
permeability of RSF membranes is similar to that of hydrogel
membranes which are used for soft contact lenses. Due to its
biocompatibility, optical properties (e.g., high transparency)
and oxygen permeability, RSF membranes are applicable as
contact lens material.163−165 Silk materials can also be
processed into morphologies (e.g., by nanoimprinting, casting,
spinning) useful in optical, photonic, electronic, and optoelec-
tronic applications.166 By nano- and micropatterning of
optically transparent biocompatible RSF ﬁlms, 3D diﬀraction
patterns with a high ﬁdelity were obtained.167 Lawrence and co-
workers used RSF to produce highly tailored structures and
morphologies for optical devices (Figure 5).168
Curved rodlike optical waveguides have been produced by
direct ink writing using RSF “ink” containing 28−38% RSF,
followed by methanol post-treatment showing controlled
structure and composition.169 Photoactivation of drugs in silk
structures is also possible, because silk biomaterials provide a
perfect matrix for stabilizing enzymes because of their thermal,
chemical, and mechanical robustness. Diﬀerent approaches for
immobilizing enzymes in silk protein materials were successful,
conserving enzyme activity over months to years e.g. for their
use in biosensors.170−172 Lu and co-workers blended glucose
oxidase (GOx), horseradish peroxidase (HRP) or lipase with
RSF and cast the blended material into ﬁlms.173 Demura171 and
Asakura and co-workers174 immobilized glucose oxidase (GOx)
for biosensing of glucose. HRP or lipase immobilized in RSF
ﬁlms were used for the determination of hydrogen peroxide and
uric acid in a ﬂow injection system.173 Tao and co-workers used
a microstructured multifunctional RSF optical element for
simultaneous drug delivery and feedback response.175
Antigens as disease detecting biosensors were also
immobilized on RSF membranes.176,177 The peptide NS5A-1
(PPLLESWKDPDYVPPWHG) derived from the hepatitis C
virus (HCV) was immobilized on RSF ﬁlms coating carbon
screen-printed electrodes using a layer-by-layer technique
(Figure 6).176 Although plain RSF ﬁlms showed no signiﬁcant
response, the immunosensor made of SF/NS5A-1 LbL-ﬁlms
showed a signal in presence of the anti-HCV (1 μg/mL), thus
establishing a highly sensitive immunosensor.176
Other types of sustainable sensors made of silk are photonic
crystals.178,179 Three-dimensional photonic crystals were
fabricated by pouring RSF solution over a mask of a close
packed self-assembled colloidal crystal of poly(methyl meth-
acrylate) (PMMA) spheres. After a drying step, PMMA is
dissolved and the silk inverse opal (SIO) is obtained. The color
can be controlled by changing the size of the PMMA spheres
and by ﬁlling the voids with liquids like acetone. Because of
their intrinsic structural color and biocompatibility, these silk
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materials are suitable for microscale implantable biosensing and
targeted therapeutics.178,179 Further work generated silk-protein
based hybrid photonic-plasmonic crystals (HPPC), incorporat-
ing a 3D SIO and a 2D plasmonic crystal formed on top of the
SIO to combine the properties of these two structures (2D SIO
& 3D pseudophotonic band gap) making it suitable as a
multispectral refractive index sensor.180 Diao et al. produced
SIOs with bistructural colors at UV and visible, UV and IR, and
visible and IR wavelengths. The SIOs showed a linear relation
between humidity and the wavelength of the reﬂected light,
which gives rise to optical humidity sensors.181
Lin and co-workers demonstrated a direct transfer of
subwavelength plasmonic nanostructures on bioactive RSF
ﬁlms, overcoming problems of integrating plasmonic metallic
nanostructures into biopolymeric ones.182 A direct transfer
nanofabrication technique (based on nanotransfer printing)
was used for the fabrication of large-scale metallic nanoparticles
(plasmonic nanodots) and perforated metallic ﬁlms (plasmonic
nanoholes) on RSF ﬁlms, obtaining a high ﬁdelity sequential
transfer of plasmonic nanoparticles, optical bow tie nano-
antennas, and nanohole arrays with periodic and nonperiodic
geometries, preserving the functionality of the imprinted
biopolymer. Some examples of the structures obtained are
shown in Figure 7.
Silk ﬁlms also can be used to produce curvilinear electronics
for diﬀerent applications like biointegrated electronics for
diagnosing, treating disease, or improving brain/machine
interfaces;183 adhesive and edible food sensors;184 and to
attach graphene-based biosensors onto biomaterials like tooth
enamel as fully biointerfaced nanosensors.185 Silk-based
conformal, adhesive, and edible food sensors made of RSF
described by Tao et al. are also a good example for such
sensors.184 Diﬀerent methods can be used to produce/transfer
micro- and nanopatterns onto silk substrates, and Figure 8a−d
shows the most common methods used by Tao and co-
workers. Examples of the fabricated structures are GHz
resonators, THz metamaterials and nanopatterned Au-nano-
particle plasmonic arrays on silk (Figure 8e−g).
To attach the structures to surfaces for biosensing
applications, the noncrystalline (not post-treated) carrier RSF
ﬁlm is exposed to water vapor to be softened. The adhesive thin
layer of silk acts as “glue” and can be used to adhere the
antenna to the target surface without damaging the antennas.
The attachment process is shown in Figure 9.
An interesting application of this technology is the
monitoring of the fruit ripening process. The resonant
frequency of a banana’s surface was measuered over 9 days
while ripening, showing an initial resonance at day 0 of 36.1
MHz, which increased constantly to higher frequencies (up to
42.6 MHz at day 9) during ripening.
4. CONCLUSION AND FUTURE PERSPECTIVES
Silks are proteinaceous materials with a long history of use by
humans. In recent decades, the structure and composition of
several silk proteins of diﬀerent animals have been charac-
terized, and biotechnological protein production strategies give
rise to high yields of pure proteins. The silk protein materials
are biocompatible and biodegradable, but are not immuno-
genic, allergenic, or toxic. There are various possibilities to
control the properties of silk materials, and though various
processing methods (e.g., casting, printing, electrospinning, dip
coating, etc.) result in a broad range of structures (e.g., ﬁlms,
nonwoven mats, coatings, etc.). The properties of the fabricated
materials, like material stability, surface hydrophobicity, oxygen
permeability and optical properties, vary depending on the silk
protein used, the processing method and the processing
conditions (e.g., solvents, additives, post-treatments). Cell
binding properties can be improved by modifying the surface
topographies and introducing cell binding motifs. Other
proteins and enzymes can be coupled to or immobilized in
silk materials by chemical and genetic modiﬁcation or blending.
Enzymes, for instance, show high long-time stability when
incorporated in silk materials. Understanding the structure−
function relationship of silk proteins allows the design of
sustainable and more complex and highly tailored silk-based
structures like photonic nanostructures, silk inverse opals
(SIO), LbL ﬁlms, curvilinear electronics, optoelectronics, and
biosensors.
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(136) Salber, J.; Graẗer, S.; Harwardt, M.; Hofmann, M.; Klee, D.;
Dujic, J.; Jinghuan, H.; Ding, J.; Kippenberger, S.; Bernd, A.; Groll, J.;
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